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3 Einleitung 
3.1 Klinische Bedeutung des ha morrhagischen Schocks 
Durch Unfa lle oder Gewalt verursachte Verletzungen stellen die ha ufigsten 
Todesursachen im Alter zwischen 1 und 44 Jahren dar63. 50% dieser Todesfa lle 
treten innerhalb der ersten Stunde aufgrund starken Blutverlustes oder ZNS-
Verletzungen auf. Weitere 30% der Patienten versterben innerhalb von 2 Stunden 
nach dem Unfall meist an inneren Verletzungen 63. Grundstein der Behandlung 
von traumatischem, ha morrhagischem Schock ist das Auffinden und die Kontrolle 
der Blutungsquellen sowie die schnelle Flussigkeitssubstitution zur 
Wiederherstellung physiologischer Kreislaufverha ltnisse. Nachdem mit dieser 
Strategie in der Vergangenheit gro„ e Erfolge bei der Behandlung 
Schwerverletzter erreicht wurden, sieht man mittlerweile, dass Sepsis und 
Multiorganversagen die ha ufigsten Todesursachen im weiteren Verlauf nach 
schweren Verletzungen auch bei intensivmedizinischer Betreuung sind 49;69. Im 
Hinblick auf diese Entwicklung sind experimentelle Untersuchungen uber die 
Pathophysiologie und Behandlung von Trauma/Ha morrhagie essentiell. Solche 
Studien konnten die Grundlage fur rationale Therapien liefern, die Mortalita t und 
Morbidita t von Unfallopfern in Zukunft senken konnten. 
 
3.2 Ha morrhagischer Schock 
3.2.1 Definition  
Der Schock wurde 1977 von MacLean folgendermassen definiert: “Inada quate 
Durchblutung lebenswichtiger Organe oder die Unfa higkeit der Korperzellen zu 
normalem Metabolismus von Na hrstoffenÖ. Goris beschrieb den Schock als einen 
Zustand, in dem die Sauerstoffversorgung der Mitochondrien durch Storungen in 
der (Mikro-) Zirkulation insuffizient ist 49. Man sieht, dass der Schock und alle 
seine Erscheinungsformen im Endeffekt durch eine fur la ngere Zeit bestehende 
Minderdurchblutung lebenswichtiger Organe entsteht. Der ha morrhagische 
Schock, ein Sonderfall des hypovola mischen Schocks, ist durch ein zu geringes 
zirkulierendes Blutvolumen gekennzeichnet, und ist nicht notwendigerweise mit 
gro„ eren Gewebeverletzungen oder Knochenbruchen assoziiert. Im klinischen 
Alltag kommt der ha morrhagische Schock unter Anderem bei penetrierenden 
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Verletzungen oder Schnittwunden vor, die mit einem erheblichen Blutverlust 
verbunden sind. Kommt es hierbei zu einem Versagen der neurohumoralen 
Kompensationsmoglichkeiten des Organismus, fuhrt dies zu einer 
Minderperfusion von Organsystemen und damit zu lokaler oder systemischer 
Hypoxa mie.  
 
3.2.2 Pathophysiologie 
McCord beschrieb 1985 den ha morrhagischen Schock als Ischa mie des ganzen 
Korpers72. Kompensiert man den posttraumatischen Blutverlust durch Gabe von 
Blutkonserven oder Blutersatzflussigkeiten fruhzeitig, erreicht man die 
Reperfusion und Reoxigenierung dieser Organe. Diese 
Ischa mie/Reperfusionsereignisse fuhren mit der Aktivierung von 
Monozyten/Makrophagen durch Produkte der humoralen Abwehrkaskade (z.B. 
des Komplementsystems) zur Ausbildung einer systemischen Inflammation, die 
das Versagen von Organen bewirken kann. Chaudry fasste die immunologischen 
Aspekte nach Ha morrhagie und Wiederdurchblutung 1990 zusammen21: er 
beschrieb, dass anhaltende Hypotension eine Supprimierung der spezifischen 
und unspezifischen zellvermittelten Immunita t zur Folge hat. Dies zeigte sich in 
einer Depression der Lymphozytenfunktionen, Erniedrigung der Fc/C3B-
Rezeptoren-Expression von Makrophagen und damit erniedrigte Opsonin-
vermittlete Phagozytose, supprimierte IL-2 Produktion der Milz und verminderte 
Antigen-Pra sentation von Peritoneal- und Milzmakrophagen sowie der Kupffer-
Zellen. Des Weiteren wurde eine Abnahme der Bildungskapazita t fur TNFa der 
Monozyten/Makrophagen im Blut, der Milz und von Peritonealmakrophagen nach 
Ha morrhagie und wa hrend einer Sepsis beschrieben. Diese Vera nderungen des 
Immunsystems sind unabha ngig von Schwankungen der absoluten Menge der 
Lymphozytenpopulationen oder der relativen Zusammensetzung der 
Subpopulationen. Sie zeigen sich sofort nach Ha morrhagie bis la ngere Zeit nach 
Reperfusion. Auf der anderen Seite kann man eine Zunahme der 
Bildungskapazita t fur proinflammatorische Zytokine wie TNFa und deren Bildung 
von Kupffer-Zellen beobachten. Chaudry folgerte aus diesen Ergebnissen, dass 
die Anfa lligkeit des Organismus fur Sepsis nach Ha morrhagie auf diese 
Immunsuppression zuruckzufuhren ist. Gemeinsam mit einer exzessiven 
PDF created with FinePrint pdfFactory trial version http://www.fineprint.com
 -8- 
Produktion proinflammatorischer Zytokine durch die Leber bilden diese Vorga nge 
die Grundlage fur das posttraumatische Organversagen. 
Ischa mie/Reperfusion fuhrt in Geweben zur “oxidativem StressÖ, das hei„ t zu 
einem Missverha ltnis von prooxidativen zu antioxidativen Faktoren. Die wichtigste 
Rolle unter den reaktiven Oxidantien spielt hierbei das Superoxydanion (O2-), 
welches einerseits durch die Aktivierung der Xanthinoxidase bei Ischa mie, und 
andererseits wa hrend des “oxidative burstÖ von Monozyten/Makrophagen gebildet 
wird. Einen kritischen Punkt in diesem Zusammenhang stellt die Adha sion von 
Leukozyten an Endothelzellen dar, die durch das vermehrte Auftreten von 
Adha sionsmolekulen des Endothels nach Ischa mie/Reperfusion begunstigt wird. 
Hierdurch wird das Endothel der Wirkung von Leukozytenprodukten bevorzugt 
ausgesetzt. Die Scha digung von Membranen durch Lipidperoxidation oder 
Proteolyse fuhrt zu einer erhohten Permeabilita t, O demen und damit zu 
Funktionsstorungen in Organen. Die Wirkungen von freien Radikalen auf Zellen 
wurden von Redl et al. 1993 zusammengefasst 84. 
In der Vergangenheit haben verschiedene Studien gezeigt, dass neben der 
Lunge, der Leber und der Niere, der Darm eine besondere Rolle im 
ha morrhagischen Schock spielt. Aufgrund der oben beschriebenen 
Endothella sionen kommt es zu Storungen seiner physiologischen 
Barrierefunktionen und eine Translokation von Bakterien oder ihrer Bestandteile 
wie dem Endotoxin in das zirkulierende Blut wird moglich5;6. Dieses Endotoxin 
erreicht mit dem Blutfluss uber die Pfortader die Leber und bewirkt in deren 
Kupffer-Zellen eine Induktion von proinflammatorischen Zytokinen wie TNFa oder 
IL-6 29, welche eine systemische Inflammation einleiten konnen66. Wie schon 
oben beschrieben begunstigen die erhohte TNFa-Bildung der Kupffer-Zellen 
einerseits und die verminderte Fa higkeit zu Phagozytose und 
Antigenpra sentation, sowie die Depression der Lymphozytenfunktionen 
andererseits die Ausbildung einer Sepsis und Multiorganversagens. Vor allem 
TNFa scheint eine zentrale Rolle bei der Vermittlung der Organscha digungen zu 
spielen. Erhohte Konzentrationen von zirkulierendem TNFa wurden in Studien an 
experimenteller Ha morrhagie beschrieben86 und Antikorper gegen TNFa 
verbesserten die Uberlebensrate nach ha morrhagischem Schock7. 
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3.3 Tumor Nekrose Faktora - TNFa (Cachectin) 
TNFa ist ein Protein mit dem Molekulargewicht von 17 kDa, das vornehmlich von 
Monozyten und Makrophagen, aber auch von einer Vielzahl anderer Zellen wie 
z.B. Endothelzellen und Mikroglia-Zellen gebildet wird80. Die aktive Form des 
Molekuls ist ein Trimer, fur das zwei verschiedene Rezeptoren mit 
unterschiedlichen Signal-Transduktionswegen und physiologischen Wirkungen 
bekannt sind16;95. Eine membrangebundene Form von TNFa von 26 kDA, aus der 
durch Proteolyse die losliche 17 kDA-Form entsteht, wurde ebenfalls 
beschrieben101. Die Bedeutung dieser beiden Formen und die Beteiligung von 
Proteasen an der Abspaltung aus dem Membrankomplex ist noch fraglich79. 
Sowohl im ha morrhagischen é  als auch im Endotoxin-Schock  kommt diesem 
Zytokin eine zentrale Bedeutung zu. Sehr hohe Spiegel von TNFa werden nach 
experimenteller Ha morrhagie sowie nach LPS-Injektionen in verschiedenen 
Tierspezies und in Menschen gemessen11;12;24;26;73;85;86;106. Die Antwort des RES 
auf Ha morrhagie erfolgt recht schnell, so dass man schon nach 30 min wa hrend 
des Schocks einen TNFa-Spiegel im Blut messen kann, der uber 2 Std. ansteigt 
und nach 4 Std. nicht mehr nachweisbar ist3. Einen a hnlichen Verlauf nimmt die 
TNFa-Antwort auf LPS-Injektionen39;40. TNFa ist in seiner physiologischen 
Funktion ein wichtiger Faktor der unspezifischen Abwehr. Inada quat niedrige 
TNFa Produktion fuhrt zu erhohter Anfa lligkeit eines Organismus gegen 
Infektionen, wobei unphysiologisch hohe TNFa-Spiegel das Vollbild eines 
septischen Schocks auslosen konnen. Applikation von TNFa lost in vielen 
Tierspezies das Vollbild eines septischen Schocks mit Fieber, Leukopenie, 
Disseminierter Intravasaler Coagulation (DIC) und Organversagen z.B. von Niere 
und Lunge aus. Bei entsprechender Dosis wirkt TNFa letal77;99. Poly- und 
monoklonale Antikorper gegen TNFa schutzen Ma use, Ratten, Schweine, 
Paviane und andere Versuchstiere vor normalerweise letalen LPS-Dosen oder 
vor ha morrhagischem Schock4;8;14;55;100. Klinische Testungen mit monoklonalen 
Antikorpern gegen humanes TNFa bei Sepsispatienten zeigten jedoch bisher 
keinen Erfolg. Fur Pharmaka, die die Freisetzung von TNFa hemmen, wie z.B. 
der Phosphodiesterase-Hemmer Pentoxyphyllin (Trentalâ), konnte ein 
therapeutischer Nutzen in experimentellen Schockmodellen nachgewiesen 
werden93;94. In jungster Zeit gab es verschiedene Studien, die wa hrend einer 
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Endotoxintoleranz die Bildung eines unbekannten TNFa-Inhibitors beschrieben 
und diesen fur die protektiven Eigenschaften der Endotoxintoleranz verantwortlich 
machen37;92.  Dieses Pha nomen wird in den folgenden Abschnitten genauer 
beschrieben und ist ein Thema dieser Dissertation.  
Die vorgenannten Befunde weisen auf TNFa als einen zentralen letalen Mediator 
im septischen wie im ha morrhagischen Schock hin. TNFa ist ebenfalls an vielen 
Krankheitsprozessen wie Rheuma und Malaria beteiligt. Ursprunglich und 
namensgebend erregte dieses Zytokin durch seine antitumorose Eigenschaft die 
Aufmerksamkeit. TNFa wirkt zytotoxisch auf verschiedene Zell-Linien und fuhrt zu 
Nekrose in manchen Tumoren17;61. Aufgrund der hohen Eigentoxizita t von TNFa 
ist aber sein therapeutischer Einsatz gegenwa rtig begrenzt. 
 
3.4 Endotoxin 
Ende des neunzehnten Jahrhunderts beschrieb Pfeiffer erstmals toxische 
Substanzen in Bakterienkulturen, die fieberinduzierende Wirkung besa„ en81. Erst 
zwischen 1930 und 1940 waren Versuche, biologisch aktive Fragmente aus 
Gramnegativen Bakterien zu isolieren und anzureichern, erfolgreich und es 
gelang, diese endotoxischen Substanzen als Lipopolysaccharide (LPS) zu 
identifizieren. (Die Begriffe Endotoxin und LPS werden im Folgenden synonym 
verwendet.) Die Lipopolysaccharide aller gramnegativen Bakterien setzen sich 
aus drei wesentlichen Bestandteilen zusammen:  
 
 
 
 
Abb. 1: Schematische Darstellung eines Lipopolysaccharid-Molekuls 
 
1949 wurde schlie„ lich der Lipidanteil als der fur die toxische Wirkung 
verantwortliche Teil indentifiziert und als “Lipoid AÖ bezeichnet87;88.  
LPS stellt einen der potentesten Aktivatoren des Immunsystems dar. Die 
typischen endotoxischen Effekte sind Fieber, Leukozytose, Hypotension, und 
endotoxischer Schock, welcher zu Multiorganversagen und Tod fuhren kann. Die 
O-spezifische Kette Kernpolysaccharid Lipoid A 
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Zellen der Monozyten/Makrophagen-Linie stehen durch ihre Fa higkeit zur 
Produktion von Mediatoren wie Zytokinen in engem Zusammenhang mit der 
Regulation dieser komplexen biologischen Pha nomene44. 
Neben seinem scha digenden Potential existieren auch Effekte des LPS, welche 
eine schutzende Wirkung fur den Organismus vermitteln konnen wie zum Beispiel 
die Stimulation der B-Zell-Reifung und Proliferation, die Nekrose von Tumoren 
und die Steigerung der unspezifischen Immunabwehr. Auch bei diesen Effekten 
spielen Monozyten/Makrophagen eine zentrale Rolle, da auch sie durch 
endogene Mediatoren wie Zytokine vermittelt werden. 
Die exakten Mechanismen des LPS-Wirkung auf Zellen sind noch nicht 
vollsta ndig aufgekla rt. Einige Studien weisen auf die Existenz von Rezeptoren 
oder Bindungsproteinen hin 107.  
Bewiesen ist, dass die Applikation von LPS zu einer Stimulation der 
Zytokinsynthese bei Tieren und Menschen fuhrt 87;88. Dies fuhrte zu der heute 
allgemein angenommenen Annahme, dass die biologischen Effekte des LPS von 
Zytokinen vermittelt werden. Vor allem der Tumor-Nekrose-Faktor (TNFa) spielt 
eine zentrale Rolle in diesem Zusammenhang. Verschiedene Studien haben 
gezeigt, dass Antikorper gegen TNFa vor Scha den nach Endotoxin-Schock oder 
Bakteria mie  schutzen und die Letalita t dieser Ereignisse senken 14;45;100 (siehe 
Kap.1.3.). 
 
3.5 Endotoxintoleranz 
3.5.1 Historie 
Ende des 19. Jahrhunderts versuchte man durch Applikation bakterieller 
Vakkzine (hitzeinaktivierte Gramnegative Bakterien) Fieber zu induzieren und so 
Patienten mit Infektionskrankheiten oder Tumoren zu heilen. Hierbei machte man 
die Beobachtung, dass nach wiederholter Gabe ein Vielfaches der initialen 
Menge appliziert werden musste, um die gewunschte Fieberreaktion 
hervorzurufen. 
1894 wurde von Centanni erstmals beschrieben, dass die wiederholte Gabe einer 
aus Bakterienkulturen aufbereiteten pyrogenen Substanz eine Toleranz 
gegenuber seiner eigenen pyrogenen Aktivita t induzierte18. Er vermutete in der 
von ihm beobachteten Reduktion der Fieberreaktion eher einen zellula r 
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vermittelten Mechanismus als eine serologische Immunreaktion19. Diese 
Beobachtung wurde von den Erfahrungen anderer unterstutzt, die zeigen 
konnten, dass Resistenz gegenuber einer pyrogenen Fraktion, die aus 
Salmonella typhosa pra pariert war, nicht mit zirkulierenden Antikorpern gegen 
diese Substanz erkla rt werden konnte33.  
Die klassische Definition der Endotoxintoleranz wurde von S. Greisman et al. 
erarbeitet53: Sie zeigten, dass in Kaninchen und Menschen einzelne Infusionen 
oder Bolusgaben geringer Mengen von Endotoxin ausreichen, um eine etwa 48-
stundige Toleranz zu induzieren. Diese aufgrund ihres Zeitverlaufs als “fruhe 
PhaseÖ bezeichnete Toleranz konnte mit Gaben verschiedener Endotoxine 
uberpruft werden und zeigte keine O-Antigen- Spezifita t. Wurde diese Toleranz 
allerdings zu einem spa teren Zeitpunkt getestet, konnte man eine “spa te PhaseÖ 
der Endotoxintoleranz beobachten. Diese Phase manifestierte sich ca. 72 
Stunden nach Endotoxingabe und steigerte sich uber einige Tage. Sie war 
spezifisch fur das Endotoxin, welches zur Toleranzinduktion verwendet wurde. 
Nachdem man weiterhin Serumfraktionen von -mit Gramnegativen Bakterien oder 
Endotoxin vorbehandelten- Kaninchen pra pariert hatte, kam man zu dem 
Schluss, dass die spa te Phase der Endotoxintoleranz durch die Bildung von 
Antikorpern gegen die O-spezifische Kette des LPS bedingt ist 52. 
 
3.5.2 Zytokine 
Induziert man Endotoxintoleranz in Versuchtieren oder Menschen, bewirkt die 
erste LPS-Gabe die Synthese von Zytokinen. Es konnte in verschiedenen 
Studien gezeigt werden, dass diese Reaktion nach wiederholter Gabe von LPS in 
Ratten40, Kaninchen71 und Menschen50 ausbleibt. Die Vera nderung in der 
Synthese ist nicht fur alle Zytokine gleich: Wa hrend TNFa und IL-1 bei 
andauernder Toleranz supprimiert bleiben, erholt sich die Syntheseleistung fur 
colony stimulating factor (CSF) bis zu einem gewissen Grad65 und die IL-6 
Synthese erreicht ihr ursprungliches Ausma„ 40. Eine Haupterkenntnis aus diesen 
Studien war, dass die reduzierte Synthesekapazita t dieser Mediatoren der 
Endotoxinwirkungen einen wichtigen Teil des Mechanismus der 
Endotoxintoleranz darstellt. 
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Nachdem bekannt war, dass Zytokine fur die Ausbildung von Endotoxinwirkungen 
verantwortlich sind, untersuchte man deren Beteiligung an der Endotoxintoleranz. 
Das “endogene PyrogenÖ war das erste Zytokin, welches bezuglich seiner 
Fa higkeit untersucht wurde, Toleranz zu induzieren. Es wurde gefunden, dass 
auch wiederholte Gaben dieser Substanz nicht zur Ausbildung einer Toleranz 
bezuglich seiner Pyrogenita t fuhrt2. Dieser Befund wurde spa ter mit 
rekombinantem IL-1 besta tigt105. Kombinierte man allerdings IL-1 mit 
rekombinantem humanem TNFa, konnte man beobachteten, dass diese beiden 
Zytokine synergistisch bei der Induktion einer Endotoxintoleranz wirken105. 
Im Folgenden erhielt man durch eine Vielzahl weiterer Studien Erkenntnisse, die 
darauf hindeuteten, dass dem TNF die zentrale Rolle bei der Vermittlung der 
LPS-Wirkungen und auch im Mechanismus der Endotoxintoleranz zukommt: 
nachdem TNFa als rekombinantes Pra parat erha ltlich war, wurden Versuche 
unternommen, seine antineoplastischen Eigenschaften therapeutisch zu  
nutzen20. Bei diesen Versuchen machte man die Beobachtung,  dass wiederholte 
Gaben von humanem rekombinantem TNFa in Ratten zur Ausbildung einer 
Toleranz gegen die letalen Effekte des TNFa fuhrten. Diese TNF-Toleranz 
entwickelte sich uber 3 Tage, hielt 2 é  4 Tage an und war nach 2 Wochen 
abgeklungen. Eine erhohte Elimination durch Antikorper wurde ausgeschlossen41. 
Interessanterweise besteht eine Kreuztoleranz zwischen TNF und LPS: 
Vorbehandlung mit LPS schutzte gegen die letalen Wirkungen des TNF und TNF-
Vorbehandlung gegen LPS-Schock. 
Versuche, die mit TNFa Antikorpern gemacht wurden, zeigten, dass diese die 
Ma use vor den letalen Effekten des LPS schutzten, dessen Pyrogenita t jedoch 
nicht beeinflussten. Es wurde diskutiert, dass IL-1 wohl der Ausloser fur Fieber 
nach LPS- Gabe, TNFa jedoch fur die letalen Effekte verantwortlich sei 14. 
 
3.5.3 Kortikosteroide 
Bereits 1954 wurde beobachtet, dass Kortison vor den letalen Wirkungen des 
Endotoxins schutzt47. Des Weiteren wurden Kortikoide als Inhibitoren der 
Synthese von TNF46, IL-196 und IL-664 erkannt und es konnte gezeigt werden, 
dass die Hemmung der endogenen Kortisonproduktion Ma use gegenuber 
Endotoxin22, IL-1 und TNF10 sensibilisiert. Daruber hinaus konnte gezeigt werden, 
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dass Endotoxingaben zu Ausschuttung von endogenen Kortikosteroiden fuhrt und 
es wurde diskutiert, ob dieser Mechanismus fur die Ausbildung der 
Endotoxintoleranz verantwortlich sei112. Nachfolgende Arbeiten konnten 
allerdings zeigen, dass auch in adrenalektomierten Ma usen, in Tiermodellen mit 
erniedrigter Kortokoidwirkung (wiederholte Gaben von Kortison) und auch nach 
Gabe von Glukokortikoidantagonisten Endotoxintoleranz induzierbar ist22;62. Fasst 
man diese Studien zusammen, kann man sagen, dass Glukokortikoide zwar eine 
Rolle bei der Empfindlichkeit gegen LPS und Zytokine spielen, jedoch bei der 
Vermittlung der protektiven Effekte durch eine Vorbehandlung mit LPS oder 
Zytokinen keine Relevanz haben. 
 
3.5.4 Interleukin 10 
IL-10 wurde als Inaktivator von Makrophagen- Funktionen identifiziert28 und 
schutzt Ma use vor einem Endotoxin-Schock54. Eine Rolle von IL-10 bei der 
Endotoxintoleranz ist jedoch sehr fraglich. Endotoxinbehandlung von 
Makrophagen in vitro fuhrt dazu, dass die Zellen auf eine 20 h spa ter erfolgende 
erneute Aktivierung mit LPS nur in sehr begrenztem Ma„ e reagieren. Fur die 
humane Zellinie MonoMac 6 konnte gezeigt werden, dass in einem solchen 
Versuchsaufbau vermehrt IL-10 gebildet wird, TNFa und IL-1- Synthese jedoch 
stark reduziert sind. Es wurde daher vermutet, dass IL-10 ein entscheidender 
Mediator fur diese in vitro- Desensibilisierung sein konnte. Auf der anderen Seite 
konnte aber gezeigt werden, dass Ma use, deren IL-10-Produktion durch 
Ausschaltung des IL-10-Gens eliminiert ist, zwar sensibler gegenuber der letalen 
Wirkung des Endotoxins reagierten, Endotoxintoleranz jedoch grundsa tzlich 
induzierbar bleibt9. Daher scheint IL-10 kein relevanter Faktor im Mechanismus 
der Endotoxintoleranz zu sein. Diese Daten werden durch neuere 
Untersuchungen belegt: Es wurde gefunden, dass die IL-10-Spiegel in 
endotoxintoleranten Ma usen nach LPS-Gabe signifikant niedriger waren als in 
normalen Versuchtieren 92. Des Weiteren war die  IL-10 Synthese mononuklea rer 
Zellen, die aus dem Blut endotoxintoleranter Menschen isoliert wurden, nach 
LPS-Stimulation sehr viel niedriger als vor Toleranz-Induktion35. 
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3.5.5 Ein unbekannter TNF- Inhibitor 
1960 wurde von Freedman beobachtet, dass sich pyrogene Toleranz in 
Kaninchen durch Serumtransfusion von endotoxintoleranten Versuchstieren 
passiv ubertragen la sst43. Nachdem man nachgewiesen hatte, dass kein 
Unterschied zwischen den Seren eines uber Wochen oder eines uber 6 Tage mit 
Endotoxin vorbehandelten Spenders hinsichtlich der Toleranz und ihrer 
Ubertragbarkeit bestand, ging man davon aus, dass es sich bei dem 
beobachteten Pha nomen nicht um die Transfusion von Antikorpern gegen 
Endotoxin gehandelt hatte42. Eine genauere Charakterisierung der fur die 
Ubertragbarkeit verantwortlichen Faktoren wurde von Freedman nicht 
durchgefuhrt. In den letzten Jahren wurden von unserer Forschergruppe eine 
Reihe von Erkenntnissen gewonnen, die Freedmans Forschungen besta tigen. 
Ma use wurden mit einer einzelnen, relativ hohen LPS-Dosis vorbehandelt. Nach 
4 Tagen, vor und 30 min nach einer weiteren LPS-Gabe, wurde den nun 
endotoxintoleranten Tieren Blut entnommen und Serum gewonnen. Dieses 
Serum war in der Lage die TNFa-Produktion von LPS-stimuliertem murinem 
Vollblut signifikant zu senken. Diese inhibitorische Aktivita t war weder in 
toleranten Ma usen vor der zweiten LPS-Gabe, noch in normalen Ma usen, 30 min 
nach einer LPS-Gabe vorhanden. Der Inhibitor war ein Protein, nicht identisch mit 
IL-10 und supprimierte die Bildung von TNFa, jedoch nicht seine Wirkung92. Eine 
gleichartige Aktivita t wird von Makrophagen aus endotoxintoleranten Ma usen 
produziert. Diese sind daruberhinaus in der Lage vor den letalen Folgen eines 
Endotoxin-Schocks zu schutzen37. Eine genauere Charakterisierung dieses 
unbekannten Inhibitors ist Gegenstand weiterer Forschungen und Teil der 
vorliegenden Arbeit. 
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3.6 Fragestellung der Arbeit 
Ausgehend von der These, dass Endotoxintoleranz auf einer vera nderten 
Zytokinsynthese (-Steuerung) basiert und die Letalita t nach ha morrhagischem 
Schock vor allem auf einer TNFa-Reaktion der Leber auf transloziertes Endotoxin 
zu beruhen scheint, war es Ziel dieser Arbeit, die Zytokinproduktion 
verschiedener Kompartimente beim ha morrhagischen Schock einerseits und die 
Auswirkungen einer zuvor induzierten Endotoxintoleranz auf Ha morrhagie 
andererseits zu untersuchen. Es sollten zuna chst Erkenntnisse uber die 
Zytokinsynthese der Leber und anderer Kompartimente gewonnen werden. 
weiterhin sollte die Hypothese gepruft werden, ob Endotoxintoleranz vor 
ha morrhagischem Schock schutzt.  
 
Folgende Vorraussetzungen stutzen diese Hypothese: 
 
Endotoxintoleranz schutzt vor Endotoxin-Schock und ist mit der 
verminderten Produktion von TNFa assoziiert13;14;40;56;90. 
 
TNFa ist ein zentraler Mediator im ha morrhagischen Schock, dessen 
Ausschaltung eine Verbesserung der Uberlebensrate zur Folge hat.7;8;86;90. 
 
Des Weiteren wurde durch Plasmatransfusion von endotoxintoleranten 
Versuchtieren auf Ratten im Schock ein Therapieversuch nach ha morrhagischem 
Schock unternommen. Dieser Versuch stutzt sich auf folgende Erkenntnisse: 
 
Endotoxintoleranz ist mit der Produktion eines unbekannten Faktors, der 
die TNFa-Produktion hemmt, assoziiert37;90-92. 
 
Endotoxintoleranz ist durch Serumtransfusion ubertragbar 42;43. 
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4 Material  
4.1 Chemikalien und Substanzen 
· ABTSé Losung: Direkt vor Verbrauch wurden in jeweils 1 ml auf 37µC 
vorgewa rmtem Substratpuffer (3.1.x) 1mg 2,2-Azino-bis-(3-ethylbenzthiazolin-
6-sulfonsa ure) diammoniumsalz (ABTS, SIGMA) gelost und 25 ’l 0,1%ige 
Wasserstoffperoxydlosung (30%, Merck) hinzugegeben. 
· Agarose Standard EEO (Fa. Serva) 
· Blockpuffer fur ELISA: 10% fotales Ka lberserum (FCS) in PBS  
· Coating- Puffer fur ELISA: 100 mmol NaHCO3  (4,2 g) wurden in 1000 ml H2O 
bidest. gelost, der pH- Wert wurde mit 50 mM Na2CO3 auf 8,5 eingestellt. 
· DMEM Medium mit Penicillin/Streptamycin: Dulbecco`s Modified EagleÄs 
Medium (Nr. D6429, SIGMA, Irvine, UK) wurde mit 10000 IE/500 ’g 
Penicillin/Streptomycin (ROCHE) versetzt. 
· Ethidiumbromid (Fa. Bayer) 
· Fotales Ka lberserum FCS: Die genannten Medien wurden mit 10% 
endotoxinfreiem und sterilem fotalen Ka lberserum der Firma GIBCO BRL 
versetzt. 
· Lipopolisaccharid (LPS) aus Escherichia coli (E. coli): LPS aus E. coli wurde 
von der Firma DIFCO, Detroit, USA, bezogen. 
· Lipopolisaccharid (LPS) aus Salmonella friedenau (S.fr.) und Citrobacter 
freundii (C.fr.): LPS aus S. friedenau und C. freundii wurde uns 
gro„ zugigerweise von Prof. Dr. Helmut Brade, Biochemische Mikrobiologie, 
Forschungszentrum Borstel, zur Verfugung gestellt. Das LPS wurde mittels 
Phenol/Wasser aus den Bakterien extrahiert, lyophylisiert, in das 
Triethylammonium-Salz uberfuhrt und zu 1 mg/ml oder 5 mg/ml in sterilem, 
pyrogenfreiem Wasser gelost. 
· Liqueminâ (Fa. Bayer) 
· MTT-Losung: 1 g 3-(4,5- Dimethylthiazol- 2 yl)- 2,5- diphenyl- 
tetrazoliumbromid (MTT, SIGMA, Deisenhofen) wurde in 200 ml PBS 
(3.1.5.1.) gelost, und anschlie„ end sterilfiltriert (Minisart NML, Sartorius, 
Gottingen). 
· Narkotika: Rompunâ (Fa. Bayer), Ketanestâ (Fa. Janssen) 
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· PBS fur ELISA: NaCl 1,370 M, KCl 0,027 M, Na2HPO4 x 12 H2O 0,103 M, 
KH2PO4 0,015 M   
· PBS steril: Dulbecco`s, (SIGMA, Irvine, UK) 
· Penicillin/Streptomycin (ROCHE) 
· RPMI 1640 Medium mit Penicillin/Streptomycin: RPMI1640- Medium (GIBCO 
BRL) wurden mit 10000 IE/500 ’g Penicillin/Streptamycin (ROCHE) versetzt. 
· Stoplosung fur ELISA: 2%ige Oxalsa ure in H2O  
· Substratpuffer fur ELISA: 0.1 M Natriumcitrat - dihydrat, pH: 4.5, eingestellt 
mit 2.5 M Zitronensa ure 
· Superscriptâ, reverse Transcriptase (Fa. Gibco, Eggenstein) 
· Taq-Polymerase (Fa. Boehringer) 
· Tumor- Nekrose- Faktora  (TNFa): Rekombinanter TNFa von Ma usen und 
Ratten wurde von der Firma Genzyme (IC- CHEMICALS, Munchen) bezogen. 
· Waschpuffer fur ELISA: In 1000 ml PBS (3.1.4.2.) wurden 11 ml 
Polyoxyethylen-sorbitanmonolaurat (Tween 20, 10%ig, EIA Grad, BIO RAD) 
gegeben. 
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5 Methoden 
5.1 Ha morrhagischer Schock an der Ratte 
5.1.1 Versuchsprinzip 
Ma nnlichen Spraque-Dawley-Ratten wird uber einen Jugularvenenkatheter Blut 
entnommen, so dass der arterielle Mitteldruck auf einen Wert von 35 ± 5 mmHg 
sinkt. Hierdurch wird ein ha morrhagischer Schock induziert. 
 
5.1.2 Versuchstierhaltung  
350 - 400 g schwere, ma nnliche Sprague-Dawley-Ratten wurden vom zentralen 
Tierlabor des Universita tsklinikums Essen, Leiter Prof. Dr. Millitzer, oder vom 
Ludwig Bolzmann Institut fur klinische und experimentelleTraumatologie, Wien, 
Leiter Prof. Dr. Schlag bezogen. Die Tiere wurden unter standardisierten 
Bedingungen gehalten: Tag-Nacht Rhythmus (12 h hell, 12 h dunkel), 
Raumtemperatur 22 ± 2 µC, rel. Luftfeuchtigkeit 55 ± 5%, Luftumwa lzung 15-fach 
pro Stunde. Die Ratten wurden in Kunststoffka figen in Gruppen von je 6 Tieren 
gehalten. Sie erhielten Wasser und artgerechtes Trockenfutter ad libitum. 
 
5.1.3 Katheterherstellung 
Die verwendeten Katheter wurden selber hergestellt. Die Venenkatheter wurden 
aus einem Silikonschlauch hergestellt, in den eine abgesa gte und entgratete 
gelbe Kanule geschoben wurde. Die Arterienkatheter wurden ebenso hergestellt, 
jedoch wurde ein Polya thylenschlauch verwendet. Vor der Verwendung wurden 
die Katheter im Dampfsterilisator sterilisiert. 
 
5.1.4 Katheterimplantation 
Die auf Wa rmeplatten liegenden Tiere werden durch i.m. Injektion von 
Ketamin/Xylazin (112/15 mg/kg KG) in die hintere Muskulatur des linken 
Oberschenkels narkotisiert. Am Hals wird ventral ein ca. 2 cm langer Hautschnitt 
links parallel von der Luftrohre vorgenommen. Nach stumpfer Pra paration der 
linken Vena jugularis interna wird diese moglichst weit kranial ligiert und 
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moglichst weit proximal durch einen Gefa „ clip unterbunden. Nun wird der zuvor 
mit NaCl (+5 U Liquemin / ml) gefullte Katheter durch einen Einschnitt in die Vene 
eingefuhrt, dessen Spitze nach Losen des Gefa „ clips ca. 4 cm weit bis in den 
rechten Vorhof des Herzens vorgeschoben und eingebunden. 
Zur Implantation des Katheters in die Arteria femoralis wird zuna chst ein ca. 2 cm 
langer Hautschnitt an der Innenseite des rechten Oberschenkels parallel zum 
Femurkopf vorgenommen. Nach stumpfer Pra paration des Gefa „ -Nervenbundels 
wird dieses mit einer Schere eroffnet und die Arteria femoralis stumpf, vom 
Leistenband bis zum Abgang der Arteria epigastrica inferior, von der Vena 
femoralis und dem Nervus femoralis isoliert. Nun wird die Arterie moglichst weit 
distal jedoch kranial des Abgangs der Arteria epigastrica inferior ligiert und ein 
Gefa „ clip moglichst weit kranial gesetzt. Nach Einschneiden des Gefa „ es mit 
einer Schere wird der Katheter eingeschoben und nach Entfernung des Clips bis 
in die Bauchaorta vorgeschoben. Diese Katheterlage wird durch Aufsetzen des 
Gefa „ clips auf die Arterie gesichert. 
Die Implantation beider Katheter erfolgt nach Rasur und Desinfektion des 
Operationsgebietes mit Betaisodona-Losung, unter sterilen Bedingungen. Die 
Implantationsstellen wurden in Anschluss an die Operationen bis zum Abschluss 
der Versuche mit feuchten und sterilen Baumwolltupfern abgedeckt. 
 
5.1.5 Induktion des ha morrhagischen Schocks (Abb. 2) 
Nach der Katheterimplantation wird der arterielle Katheter uber einen 
Druckwandler an einen Monitor angeschlossen, so dass eine direkte 
Blutdruckmessung moglich ist. Uber den Jugulariskatheter wird nun so lange Blut 
entnommen bis der arterielle Mitteldruck des Versuchtieres bei 35 ± 5 mmHg 
(normal 100 ± 5 mmHg) liegt. Dieser Blutdruck wird fur 3 Stunden eingestellt. 
Hierfur ist es aufgrund der neurohumoralen Regelmechanismen der Versuchtiere 
notig, den Druck sta ndig zu uberwachen und gegebenenfalls weitere Blutmengen 
zu entnehmen, oder sterile Kochsalzlosung (+5 U Liquemin/ml) zu infundieren. 
Das entnommene Blut wird mit der doppelten Menge Kochsalzlosung (+5 U 
Liquemin/ml) versetzt und bei 37µC in einer 50 ml Perfusorspritze aufbewahrt. 
Nach 3 Stunden wird das Blut uber den arteriellen Katheter innerhalb einer 
weiteren Stunde reinfundiert. Nach der Reinfusion des Blutes bleiben die 
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Versuchstiere 2 Stunden auf der Wa rmeplatte liegen. Die Katheter werden nach 
Abschluss des Experiments entfernt, die Gefa „ e ligiert und die Wunden mit einer 
Hautnaht verschlossen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2: Zeitlicher Ablauf des Versuchs “Ha morrhagischer SchockÖ. Nach der Vorbehandlung mit 
LPS (Kontrollgruppe NaCl) zur Induktion der Endotoxintoleranz wurden die Ratten einer 
Ha morrhagie von 3 Stunden  unterzogen. Nach der Reperfusion uber 1 Stunde wurden sie 14 
Tage beobachtet. Blutentnahmen erfolgten vor und nach der Ha morrhagie, sofort und 2 Stunden 
nach Reperfusion. 
 
5.1.6 Entnahme von Leberbiopsien 
Leberbiopsien werden wa hrend der Versuche mit ha morrhagischem Schock von 
den narkotisierten Ratten entnommen. Unter sterilen Bedingungen wird nach 
medialer Laparotomie von ca. 2 cm La nge der rechte Leberlappen aufgesucht 
und jeweils sofort nach der Katheterimplantation, nach 1 Stunde Ha morrhagie, 
sofort nach der Reinfusion des Blutes und 2 Stunden nach der Reinfusion ein Keil 
von 3mm La nge mit einem Skalpell entnommen. Die Entnahmestelle wird mit 
chirurgischem Nahtmaterial verschlossen, so dass der Blutverlust gering bleibt 
und hinsichtlich des Experiments zu vernachla ssigen ist. Die offene Bauchdecke 
wird bis zum Ende des Versuchs  mit feuchten, sterilen Tuchern austamponiert, 
nach der letzten Leberprobenentnahme mit Einzelkopfna hten verschlossen und 
die Ratte anschlie„ end aus der Narkose erweckt. 
 
Toleranz- 
Induktion Ha morrhagie Reperfusion 
 0h  1h  2h  3h  4h 14 Tage  5h  6h 
Blutprobe + 
Leberbiopsie 
Blutproben + 
Leberbiopsie 
Blutprobe + 
Leberbiopsie 
Beobachtung 
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5.1.7 Entnahme von Blut und Plasmaproben 
Blutproben von ca. 750 ’l werden sofort nach der Katheterimplantation, nach 
einer Ha morrhagiedauer von 1 Stunde, sofort nach der Reinfusion des Blutes und 
2 Stunden nach der Reinfusion uber den Jugulariskatheter entnommen und mit 3 
U Liquemin versetzt. 500 ’l der Probe wird abzentrifugiert und das Plasma bei é
20µC eingefroren. 
 
5.1.8 Plasmatransfusion 
Das zur Induktion der Ha morrhagie entnommene Blut wird zentrifugiert und der 
Plasmauberstand abgenommen. Anschlie„ end wird das fehlende Plasma durch 
das eines anderen Versuchtieres ersetzt. Diese Mischung aus autologen Zellen 
und heterologem Plasma wird zur Retransfusion verwendet. 
 
5.2 Endotoxintoleranz 
5.2.1 Versuchsprinzip 
Durch wiederholte Gaben von Endotoxin soll in Ratten eine Endotoxintoleranz 
induziert werden. 
5.2.2 Endotoxin- Applikation (Abb. 3) 
Das Endotoxin (E. Coli - LPS, DIFCO, Detroit, Michigan, USA) wird in 2ml steriler 
NaClé Losung verdunnt und mit einer 12er Kanule intraperitoneal injiziert. Das 
LPS wird an 5 aufeinanderfolgenden Tagen in folgender Hohe appliziert: Tag 1: 
0.1 mg/kg Korpergewicht; Tag 2 é  5: 0.5 mg/kg KG. 
 
5.2.3 Blutentnahmen (Abb. 3) 
Am ersten und letzten Tag der Toleranzinduktion werden vor und 2 Stunden nach 
der LPSé Gabe ca. 1 ml Blut durch Punktion des retroorbitalen Venenplexus 
entnommen und mit 3 U Liquemin versetzt. Die Entnahme erfolgte unter 
A thernarkose mit Hilfe einer Ha matokritkapillare (Æ 1,3 mm). 500 ’l des Blutes 
werden zentrifugiert und das Plasma bei é 20 µC eingefroren, der Rest wird fur 
den unter 3.3.1. beschriebenen Bioassay verwendet. 
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Verlauf der Endotoxintoleranz-Induktion. LPS-Mengen sind 
in mg/kg Gewicht dargestellt. Es erfolgen 5 intraperitoneale LPS-Gaben an aufeinanderfolgenden 
Tagen. Vor und zwei Stunden nach der ersten und letzten LPS- Gabe, sowie vor dem 
ha morrhagischen Schock wurden Blutproben und Leberbiopsien entnommen. 
 
5.3 Bioassays 
5.3.1 Stimulation von Vollblut 
100’l des heparinisierten Blutes werden 1:1 mit RPMI 1640 é  Medium versetzt 
und in Flachboden é  Mikrotiterplatten 4h mit LPS inkubiert (S.fr, 0, 1, 10, 100 
ng/ml , 37 µC, 5% CO2). 
5.3.2 Stimulation von Milzzellen 
Zur Gewinnung einer Milzzellsuspension wird die, nach Laparotomie einer 
getoteten Ratte entnommene, Milz durch ein Edelstahlsieb passiert. Nach Lyse 
der Erythrozyten mit NH4Cl werden die Milzzellen 3x mit sterilem PBS gewaschen 
und in RPMI 1640é Medium mit 2,5% FCS resuspendiert, so dass eine 
Zellkonzentration von 5x106 Zellen /ml vorliegt. Diese Suspension wird a 100 ’l in 
Flachboden é  Mikrotiterplatten pipettiert und 4 h mit LPS inkubiert (S.fr., 0, 1, 10, 
100 ng/ml, 37 µC, 5% CO2). 
 -7  -6  -5  -4  -3  -2  -1  -0 Tage 14 
LPS 
0,1  
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0,5  
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0,5  
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0,5  
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5.3.3 Stimulation von Knochenmarkzellen 
Der Oberschenkelknochen der Ratte wird an beiden Enden abgeschnitten und 
das Knochenmark mit Hilfe einer Kanule und steriler NaCl-Losung ausgespult. 
Nach Absinken von Knochenresten wird der Uberstand entnommen und 
Zellklumpen werden durch wiederholtes Resuspendieren mit einer Pipette gelost. 
Nach 3-maligem Waschen mit sterilem PBS werden die Zellen in RPMI- Medium 
mit 2,5% FCS resuspendiert und in einer Zellkonzentration von 1x106 Zellen/ml in 
Flachboden-Mikrotiterplatten ausgesa t. Die kultivierten Zellen werden 4 h mit LPS 
inkubiert (S.fr., 0, 1, 10, 100 ng/ml, 37 µC, 5% CO2). 
 
5.3.4 Makrophagen- Zellinie RAW 264,7 
1 x 106 RAW 264,7 (mouse monocyte-macrophage, American Culture Collection, 
ATCC Nr.: TIB 71) werden in Zellkulturflaschen mit 30 ml DMEM-Medium 
pipettiert und inkubiert (37µC, 10% FCS und Penicillin/Streptomycin, 5% CO2). 
Nach 2 Tagen wird das Medium gewechselt. Die Zellernte erfolgt nach weiteren 
24 Stunden Kultivierung indem das Kulturmedium verworfen, die Zellen 3x mit 10 
ml Medium ohne FCS gewaschen und anschlie„ end nach Zugabe von 10 ml 
Medium ohne FCS vorsichtig mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden der 
Kulturflasche abgelost werden. Mittels der Neubauer Za hlkammer wird die 
Zellzahl bestimmt und mit FCS-freiem DMEM-Medium auf 1x106 Zellen/ml 
eingestellt. 200 ’L dieser Zellsuspension (d.h. 2 x 105  RAW 264,7) werden in 
jede Vertiefung der Mikrotiterplatte pipettiert und fur 2 Stunden bei oben 
genannten Bedingungen inkubiert. Nach Austausch der Kulturubersta nde gegen 
frisches, serumfreies Medium stehen die Zellen fur Experimente zur Verfugung. 
Zur Stimulation werden diese Zellen 4 h mit LPS inkubiert (S.fr., 0, 1, 10, 100 
ng/ml, 37 µC, 5% CO2). 
5.3.5 Stimulations- und Hemmtest auf Vollblut oder RAW 264,7 
Um eine eventuell vorhandene Stimulations- oder Hemmwirkung von 
Plasmaproben auf die Zytokinsynthese LPS-stimulierten Vollblutes oder 
Makrophagen (RAW 264,7) zu erfassen wird den oben beschriebenen 
Stimulationsansa tzen 5% des zu testenden Plasmas zugesetzt. Die 
Zytokinsynthese des Vollblutes oder der Makrophagen wird nach Ablauf der 
Inkubationszeit in einem geeigneten analytischen Verfahren (z.B. ELISA) 
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bestimmt, und eine etwaige Hemmwirkung der Proben quantifiziert. Ausgedehnte 
Vorversuche zeigten, dass eine Plasmazugabe von 5% und eine LPS- 
Stimulation von 80 é  100% der maximal moglichen Stimulation ein optimales und 
reproduzierbares Testergebnis ergaben.  
 
5.4 Analytische Verfahren 
5.4.1 ELISA  fur TNFa und IL-6  
Antikorper: 
- Maus /Ratte TNFa ELISA : 
 
- 1. Antikorper  
 Monoklonaler Hamster-Anti-Maus/Ratte TNFa, GENZYME, Cambridge 
- 2. Antikorper  
 Polyklonaler Kaninchen-Anti-Maus/Ratte TNFa, GENZYME, Cambridge 
- Standard 
 Rekombinantes Maus TNFa, GENZYME, Cambridge  
 Rekombinantes Ratten TNFa, GENZYME, Cambridge 
- 3. Antikorper 
 Ziege-Anti-Kaninchen- IgG HRPO, DIANOVA 
 
- Maus IL 6 ELISA 
 
- 1. Antikorper  
 Monoklonaler Ratte-Anti-Maus IL 6, GENZYME, Cambridge  
- 2. Antikorper  
 Polyklonaler Kaninchen-Anti-Maus IL 6, GENZYME, Cambridge   
- Standard 
 Rekombinantes Maus IL 6, GENZYME, Cambridge 
- 3. Antikorper 
 Ziege-Anti-Kaninchen- IgG HRPO, DIANOVA 
 
Bei diesem Assay handelt es sich um ein Sandwich-System in Mikrotiterplatten 
mit hydrophiler Oberfla chenbeschichtung, wobei ein monoklonaler Antikorper 
gegen das jeweilige zu detektierende Zytokin als Festphase eingesetzt wurde. 
Der 1. Antikorper wurde in einer Verdunnung von 1 : 1000 in 100 ’l “CoatingÖ- 
Puffer/Vertiefung aufgetragen und zum Adha rieren uber Nacht bei 4µC inkubiert. 
Nach Aufziehen der Antikorper wurde 2 h bei 37µC mit 300 ’l Blockpuffer/ 
Vertiefung geblockt um unspezifische Kreuzreaktionen zu vermeiden. 
Die Platten wurden 3 mal mit Waschpuffer gewaschen, um nicht gebundene 
Antikorper zu entfernen und somit unspezifische Reaktionen in der Messung zu 
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vermeiden. Zur Verdunnung der Proben und der Standard- Verdunnungsreihe 
wurde Blockpuffer verwendet. 
Als Standard wurde zuna chst das jeweilige rekombinante Zytokin in 7 Schritten 
von 4 ng/ml bis 0,0625 ng/ml 1:2 mit Blockpuffer verdunnt und 100 ’l dieser 
Verdunnungsansa tze auf die Platten pipettiert. Die Proben, deren Zytokingehalt 
bestimmt werden sollte, wurden ebenfalls verdunnt (1:2) und in einem 
Gesamtvolumen von 100 ’l auf die Platten gegeben, welche anschlie„ end 2 h bei 
37µC inkubiert wurden. 
Der Uberstand wurde nach Ablauf der Inkubationszeit dekantiert und die 
Mikrotiterplatten dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Im Anschluss daran wurde 
der 2. Antikorper 1:100 in Blockpuffer verdunnt, 100 ’l dieser Losung in die 
Vertiefungen pipettiert und eine weitere Stunde bei 37µC inkubiert. 
Nach Dekantieren und Waschen wurde der 3. Antikorper aufgetragen (1:1500 mit 
Blockpuffer verdunnt, 100 ’l/Vertiefung, 1h, 37µC). Die Mikrotiterplatten wurden 
danach erneut gewaschen und durch einmaliges Spulen mit Substratpuffer 
umgepuffert. Nach dem Umpuffern wurden 100 ’l frisch zubereitete ABTS- 
Losung (3.1.1.) zugegeben. Die sich entwickelnde Farbreaktion wurde nach 20 - 
30 minutiger Inkubation durch Hinzugabe von 100 ’l Stoplosung abgestoppt. 
Anschlie„ end Hilfe eines ELISA-Readers die Extinktion der Proben gemessen 
und der Zytokingehalt jeder Probe mit Hilfe einer Analyse der 
Standardverdunnungsreihe  ausgewertet.  
Zu diesem Zweck wurde die Software MikroWin 3.0, MIKROTEK 
LABORSYSTEME GmbH, benutzt.  
5.4.2 Polymerase-Chain-Reaction (PCR) 
5.4.2.1 RNA ö  Isolierung  und cDNA- Synthese 
Gewebeproben der Rattenlebern werden mit Hilfe eines sterilen Spritzenkolbens 
und GTC-Puffer zerkleinert. Die so gewonnene Suspension wird zur weiteren 
Zerkleinerung in eine “ShredderÖ Sa ule (Quiagen, Hilden) pipettiert und 
hindurchzentrifugiert. Die weitere Isolierung der Gesamt-RNA erfolgt mit dem 
Rneasy Extraktions-Kit (Fa. Quiagen, Hilden). Der RNA-Gehalt der so 
gewonnenen Proben wird photometrisch bestimmt und 1 ’l wird zur weiteren 
Verarbeitung verwendet. Unter Zugabe von 25 pmol oligo-dt-Primer, 0,1 M DTT 
und 10 ’M einer jeden NTP wird in einem Gesamtvolumen von 20 ’l unter 
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Zuhilfenahme einer murinen Leuka mie-Virus-reverse-Transkripase (SuperscriptÒ, 
Fa. Gibco, Eggenstein) die RNA in cDNA umgeschrieben. Fur die folgende PCR 
wird die cDNA 1:5 verdunnt und bei é 20 µC aufbewahrt. 
5.4.2.2 Semiquantitative PCR 
Die PCR wird pro Ansatz mit 1 ’l Taq-Polymerase (Boehringer, Mannheim), 0,2 
’mol dNTP, und 200 pmol des jeweiligen Primers in 100 ’l Gesamtvolumen in 
einem GeneAmp 2400 Thermocycler (Perkin-Elmer) durchgefuhrt. Die folgenden 
Primer, Zyklenzahlen und cDNA- Mengen werden benutzt: 
 
Tabelle.1: Charakterisierung der bei der PCR verwendeten Primer. 
Primer Sequenz 
sence (s) / antisence (a) 
Gro„ e 
(bp) 
Menge cDNA (’l) Zyklen 
GAPDH s:TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTT 
a:CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC 
982  2; 1; 0,5; 0,25; 
0,125 
   30 
IL-6 s:CTTCCAGCCAGTTGCCTTCT 
a:GAGAGCATTGGAAGTTGGGGG 
496  2; 1; 0,5; 0,25; 
0,125 
   35 
IL-10 s:TGCCTTCAGTCAAGTGAAGACT 
a:AAACTATTCATGGCCTTGTA 
326  2; 1; 0,5; 0,25; 
0,125 
   35 
HSP70 s:TGCTGACCAAGATGAAGGAG 
a:AGAGTCGATCTCCAGGCTGG 
492  2; 1; 0,5; 0,25; 
0,125  
   33 
TNFa s:ATGAGCACAGAAAGCATGATCC 
a:GAAGATGATCTGAGTGTG 
251  2; 1; 0,5; 0,25; 
0,125 
   33 
 
Jeder PCR-Zyklus wird 30 s bei 95 µC, 30 s bei 50 µC und 45 s bei 72 µC 
eingestellt. Die Primer sind Exon/Intron flankierend ausgewa hlt, um die 
Kontamination des Produkts durch die Amplifizierung von chromosomaler DNA 
zu vermeiden. Das PCR-Produkt wird nach Auftrennung durch Agarose- 
Gelelektrophorese und Fa rbung mit Ethidiumbromid analysiert. Die Menge des 
Produktes wird durch floureszenzspektroskopische FluorImager Analyse (Fa. 
Molecular Dynamics) bestimmt, wobei fur jedes Zytokin 5 verschiedene cDNA 
Verdunnungen eingesetzt werden, um sicherzustellen, dass ein lineares 
Verha ltnis zwischen cDNA und detektierter Fluoreszenzintensita t eingehalten 
wird. Die Ergebnisse aus der fluoreszenzspektroskopischen Messung werden 
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durch lineare Regressionsanalyse mit der eingesetzten cDNA-Menge korreliert 
und der Korrelationskoeffizient errechnet.  
Bei geeigneten PCR-Bedingungen werden folgende Korrelationen zwischen 
cDNA und detektiertem PCR-Produkt erhalten: 
 
Tabelle. 2: Korrelation zwischen cDNA- Einsatz und detektiertem PCR-Produkt 
Primer Korrelation cDNA : PCR-Produkt 
GAP-DH < 0,98 
TNFa <0,95 
IL-6 <0,97 
IL-10 <0,97 
HSP70 <0,98 
 
Alle gemessenen PCR-Produkte wurden auf die Menge des “Housekeeping 
GensÖ GAP-DH normalisiert und werden als relative Einheiten pro GAP-DH 
angegeben. 
 
6 Ergebnisse 
In den folgenden Versuchen wurden ma nnliche Sprague-Dawley-Ratten 
verwendet. Die Ratte wird oft als ungeeignetes Versuchstier fur Untersuchungen 
mit Endotoxin erachtet, da sie eine enorme naturliche Resistenz gegenuber LPS 
besitzt. Im Vergleich mit dem Menschen benotigt man bei Ratten eine 1000fach 
hohere Dosis um vergleichbare Wirkungen hervorzurufen. Dennoch sind in der 
Ratte sowohl die klinischen Parameter als auch die Entzundungsmediatoren im 
Vergleich mit anderen Tierspezies und dem Menschen in ihrem Verlauf a hnlich. 
Insbesondere das reichhaltige Sortiment an Materialien fur analytische Verfahren 
(Primer, Antikorper) hinsichtlich der Zytokine und die relativ gunstigen Kosten fur 
Anschaffung und Haltung der Tiere macht die Ratte letztlich zu einem idealen 
Versuchtier. Die Induktion der Endotoxintoleranz und der anschlie„ ende 
ha morrhagische Schock erfolgte nach dem auf Seite 23 abgebildeten Schema. 
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6.1 Endotoxin-Toleranz 
6.1.1 Klinische Parameter 
Wie in Abb. 3 beschrieben, wurden die Versuchstiere mit ta glichen, 
intraperitonealen Gaben von LPS (E. coli, gelost in 2 ml NaCl-Losung) 
vorbehandelt. Die Kontrollgruppe erhielt  die gleiche Menge an NaCl-Losung. 
Wa hrend des ersten Tages konnte man nach der LPS-Gabe eine deutliche 
Verschlechterung des Allgemeinzustandes der Ratten beobachten. Das Fell 
stra ubte sich, die Aktivita t der Tiere war im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich 
reduziert und die Nahrungsaufnahme war geringer. Diese Beobachtungen 
nahmen am zweiten Tag schon deutlich ab und ab dem dritten Tag waren keine 
a u„ erlichen Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen mehr zu erkennen. 
Man konnte allerdings feststellen, dass die mit LPS vorbehandelten Ratten 
wa hrend den ersten 5 Tagen signifikant mehr an Gewicht verloren als die mit 
NaCl behandelten Tiere.  
 
Tabelle. 3: Korpergewicht der Versuchstiere vor und nach Induktion der Endotoxintoleranz. Die 
mit LPS vorbehandelten Ratten verloren deutlich mehr Gewicht als die Tiere der Kontrollgruppe. 
Rattengruppe 
n Gewichtsverlust (g) 
r (T-Test, LPS-Gruppe 
vs Kontrollgruppe.) 
LPS- vorbehandelt  20 4   10 0,01 
Kontrollgruppe   60 14   9  
 
Nach Endotoxingaben wird typischerweise ein Abfall des Ha matokrits sowie der 
Zahl der Pla ttchen und Leukozyten beobachte. Im Folgenden wird gezeigt, wie 
sich diese klinischen Schockparameter wa hrend der Toleranzinduktion und dem 
anschlie„ enden ha morrhagischen Schock verhalten. Dargestellt ist der Verlauf 
des Ha matokrits (Hkt) wa hrend der Toleranzinduktion sowie dem 
ha morrhagischen Schock als Mittelwert + Standardabweichung. Der Hkt der 
toleranten Ratten ist signifikant geringer als der Hkt der Kontrollgruppe.  
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Abb. 4: Verlauf des Ha matokrits wa hrend Toleranzinduktion und ha morrhagischem Schock 
(Mittelwert + Standardabweichung) * = r < 0,05, ungepaarter T-Test 
 
Der Ha matokritwert fa llt in beiden Gruppen wa hrend der Vorbehandlungszeit ab, 
was durch die Injektionen von Kochsalzlosung zu erkla ren ist. Auffa llig ist, dass 
der Ha matokritwert in der mit LPS behandelten Gruppe im gleichen Masse abfa llt, 
jedoch signifikant geringer ist. Dies konnte ein Zeichen fur induzierte 
Endotoxintoleranz sein, da LPS-Gaben normalerweise durch TNFa-vermittelte 
Bildung von Adha sionsmolekule und Leukozytenadha sion am Endothel zu einem 
Verlust intravasaler Flussigkeit ins Interstitium fuhrt. Da dieser Flussigkeitsverlust 
anscheinend nicht eintritt und es sogar zu einer Verdunnung des Blutes kommt 
konnte dies ein Hinweis auf eine Steigerung von Gegenregulationsmechanismen 
hinweisen. 
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Abb. 5: Verlauf der Thrombozytenzahl normiert auf den Ha matokrit (Hkt) wa hrend 
Toleranzinduktion und ha morrhagischem Schock (Mittelwert + Standardabweichung).  * = r<0,05, 
ungepaarter T-Test 
 
Man erkennt dass die ta glichen LPS-Gaben zu einem Thrombozytenabfall fuhren. 
Die Thrombozyten fallen wa hrend der Toleranzinduktion zuna chst im Vergleich 
mit der Kontrollgruppe signifikant ab, erholen sich jedoch in den 2 Tagen bis zum 
Schock und steigen signifikant an. Auch nach Schock und nach der Reperfusion 
sind im Blut der endotoxintoleranten Ratten im Vergleich mit normalen Ratten 
signifikant hohere Thrombozyten vorhanden.  
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Abb. 6: Gesamtleukozyten wa hrend Toleranzinduktion und ha morrhagischem Schock genormt auf 
den Hkt (Mittelwert + Standardabweichung). * = r< 0,05, T-Test) 
 
Der Verlauf der Leukozytenzahl ist in Abb. 6 als Mittelwert + Standardabweichung 
genormt auf den Ha matokrit dargestellt. Ha morrhagie fuhrt bei 
endotoxintoleranten Ratten zu einer signifikanten Erhohung der Leukozytenzahl 
im peripheren Blut. Diese Erhohung ist im Blut normaler Ratte nach Ha morrhagie 
nicht nachzuweisen.  
  
6.1.2 TNFa- Produktion 
 
Endotoxintoleranz ist wie oben beschrieben mit einer verminderten 
Produktionskapazita t von proinflammatorischen Zytokinen wie TNFa nach LPS- 
Stimulation verbunden. Anhand dieses Pha nomens uberpruften wir den Erfolg 
der Toleranzinduktion an der TNFa-Produktion nach LPS- Gabe in vivo. Hierzu 
war es zuna chst notig eine Zeitkinetik fur die Produktion von TNFa nach LPS é  
Stimulation in vivo zu erstellen (Abb.8): dargestellt sind Mittelwert und 
Standardabweichung der TNFa Serumkonzentration im Zeitverlauf nach einer 
intraperitonealen Injektion von 0,5ng/kg Kg LPS von 3 Ratten 
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Abb.8: Dargestellt ist der Zeitverlauf des in vivo TNFa-Spiegels nach Gabe von 0,5 ng LPS von 
E.coli. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung von 3 Ratten. Das Maximum der 
TNFa-Antwort nach LPS- Gabe liegt nach 2 Stunden nach intraperitonealer Injektion. 
 
Man sieht, dass TNFa- Serumspiegel nur in einem recht kleinen Zeitfenster valide 
messbar sind. Aufgrund dieser Ergebnisse entschieden wir uns die in vivo TNFa-
Spiegel jeweils 2 h nach LPS-Gabe am ersten und letzten Tag unserer 
Vorbehandlung zu bestimmen. Aus Abbildung 9 wird deutlich, dass diese nach 
der Vorbehandlung deutlich erniedrigt sind: 
0
2
4
6
8
vor Toleranzinduktion, Tag -7 nach Toleranzinduktion, Tag -3
 
Abb. 9: Mittelwerte und Standardabweichung der in vivo TNFa Spiegel von 25 Ratten 2h nach 
intraperitonealer LPS- Gabe. An Tag -7 erfolgte die erste und an Tag -2 die letzte LPS (E.coli) 
Injektion im Rahmen des von uns verwendeten Schemas zur Toleranz-Induktion. Der TNFa-
Gehalt ist nach erfolgter Toleranz-Induktion signifikant erniedrigt.   
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Die Reduktion der TNFa-Produktion von Blutkulturen nach Inkubation mit LPS ist 
ein weiterer Parameter fur erfolgreiche Endotoxintoleranz-Induktion. Um dieses 
nachzuweisen wurde den Ratten vor der Toleranzinduktion am Tag -7 und nach 
der LPS-Vorbehandlung am Tag 0 Blut entnommen und dieses mit LPS (S.fr., 
100ng/ml) inkubiert. Anschlie„ end wurde der TNFa-Gehalt in den Ubersta nden 
des Ansatzes im ELISA gemessen. Wie in Abbildung 10 dargestellt konnten wir 
auch in diesem Test eine stark erniedrigte TNFa-Produktion nach erfolgreicher 
Induktion von Endotoxintoleranz nachweisen: 
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Abb. 10: Nach der Toleranz-Induktion ist die ex vivo TNFa-Bildungskapazita t des Blutes 
signifikant erniedrigt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 25 Ratten. 
 
In der Literatur wurde, wie in 1.5.5. dargestellt, die Bildung eines unbekannten 
TNFa-Inhibitors beschrieben, der wa hrend der Induktion der Endotoxintoleranz 
gebildet wird und im Serum nachweisbar ist. Auch im Serum der 
endotoxintoleranten Ratten konnte diese TNFa inhibitorische Aktivita t 
nachgewiesen werden. Sie bewirkt eine Abnahme der TNFa-Produktion sowohl 
von Rattenblut, als auch von einer Makrophagen-Zell-Linie. Anhand der 
Makrophagen-Zell-Linie stellten wir sicher, dass es bei diesem Pha nomen um 
eine wirkliche Hemmaktivita t und nicht auf eine zelltoxische Wirkung des Plasmas 
handelte. Aus diesem Grund wurden die nachfolgenden Hemmtests 
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(Beschreibung siehe 3.3.5.) zur Identifizierung und Quantifizierung dieser 
Hemmaktivita t mit Hilfe der Zell-Linie durchgefuhrt. 
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Abb. 11: TNFa-Produktion von Rattenvollblut nach Stimulation mit LPS (S.Friedenau, 100ng/ml, 4 
Std.). Die TNFa-Produktion wird durch die Anwesendheit von 5% Serum einer 
endotoxintoleranten Ratte um ca. 80% reduziert (p < 0,01, T-Test). Normales Serum hat keinen 
Einfluss auf die TNFa-Synthese.  
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Abb. 12: TNFa-Produktion von murinen Makrophagen nach Stimulation mit LPS (S.Friedenau, 
100ng/ml, 4 Std.). Die TNFa-Produktion wird durch die Anwesendheit von 5% Serum 
endotoxintoleranter Ratten um ca. 50% reduziert (p < 0,01, T-Test). Normales Serum hat keinen 
Einfluss auf die TNFa-Synthese. 
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6.2 Ha morrhagischer Schock 
In der Literatur werden verschiedene Modelle fur ha morrhagischen Schock 
erwa hnt. Es werden Modelle mit und ohne Narkose, mit und ohne 
Heparinisierung und Modelle mit Einhaltung eines fixen Blutentnahmevolumens 
im Gegensatz zur Einhaltung eines fixen Blutdrucks unterschieden. Zur 
Durchfuhrung unserer Experimente wa hlten wir ein Tiermodell fur 
ha morrhagischen Schock mit ana sthesierten, heparinisierten Ratten unter 
Beibehaltung eines fixen arteriellen Mitteldrucks wa hrend der Ha morrhagie. Die 
Katheterimplantation und die lange Versuchsdauer sowie die Entnahme von 
Leberbiopsie machte eine Heparinisierung und Narkose unumga nglich. 
Tiermodelle mit einem fixen Blutentnahmevolumen eignen sich mehr fur 
Untersuchungen der neurohumeralen Regulationsmechanismen. Der zeitliche 
Ablauf unseres Modells wird in Abb. 13 noch einmal erla utert: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 13: Zeitlicher Ablauf des Versuchs “Ha morrhagischer SchockÖ. Nach der Vorbehandlung mit 
LPS (Kontrollgruppe NaCl) wurden die Ratten einer Ha morrhagie von 3 Stunden unterzogen. 
Nach der Reperfusion uber 1 Stunde wurden sie 14 Tage beobachtet. Blutentnahmen erfolgten 
vor und nach der Ha morrhagie, sofort und 2 Stunden nach Reperfusion. 
Toleranz- 
Induktion Ha morrhagie Reperfusion 
 0h  1h  2h  3h  4h 14 Tage  5h  6h 
Blutprobe Blutproben Blutprobe 
Beobachtung 
PDF created with FinePrint pdfFactory trial version http://www.fineprint.com
 -37- 
Als Kontrollgruppe wurden Ratten bei sonst gleicher Behandlung ohne 
Ha morrhagie und Reperfusion mitgefuhrt. In dem dargestellten Tiermodell wurde 
bei normalen Ratten eine Uberlebensrate von 20% festgestellt. Die Induktion von 
Endotoxintoleranz verbesserte die Uberlebensrate auf 80%: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 14: Uberlebensrate normaler und endotoxintoleranter Ratten nach ha morrhagischem Schock 
von 3 Stunden. Die Tiere versterben innerhalb von 3 Tagen nach Ha morrhagie. Endotoxintoleranz 
verbessert die Uberlebensrate nach ha morrhagischem Schock von 20% auf 80%. 
 
6.2.1 Klinische Parameter 
Zuna chst fiel auf, dass den endotoxintoleranten Ratten weniger Blut zum 
Einstellen eines arteriellen Mitteldrucks von 35   5 mmHg entnommen werden 
musste  als den Tieren der Kontrollgruppe. 
 
Tab. 4: Blutentnahmevolumen zur Einstellung des MAP auf 35 mmHg. Dargestellt ist das 
Volumen normalisiert auf das Korpergewicht.  (p<0.01, ungepaarter T-Test) 
 tolerant, n = 20 Kontrolle, n = 20 T-Test 
Blutvolumen in % des 
Gewichts 
8,4   0,6% 7,0   0,3% r < 0,01 
  1   2   3   4   5   6   7 
Tage 
14 
%
 U
berlebensrate 
 20 
 40 
 60 
100 
 80 
tolerant, n = 20 
Kontrolle, n = 60 
Ohne Ha morrhagie, n = 10 
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6.2.2 Zytokinsynthese der Leber 
Ha morrhagie fuhrt durch die systemische Ischa mie/Reperfusion einerseits und 
die Translokation von Endotoxin aus dem Darm andererseits, zu einer 
Zytokininduktion in der Leber. Hinsichtlich der deutlich verbesserten 
Uberlebensrate endotoxintoleranter Versuchstiere untersuchten wir zuna chst die 
Expression der mRNA proinflammatorischer Zytokine wie TNFa und IL-6, und 
zweitens das antiinflammatorische Zytokin IL-10 sowie das HSP70, welche beide 
in der Literatur schon als Mediatoren der Endotoxintoleranz diskutiert wurden. Es 
zeigte sich, dass ein ha morrhagischer Schock die Bildung der untersuchten 
Faktoren in der Leber induziert. Auffa llig war, dass die 3 Stunden Ha morrhagie 
nicht zu einer messbaren Synthese von TNFa, IL-6 und IL-10 fuhrten. Erst nach 
der Reperfusion stiegen die Werte an, was darauf hinweisen konnte, dass auch 
die Scha den erst durch Reperfusion gesetzt werden. Unterschiede in der 
Reaktion auf ha morrhagischen Schock und Reperfusion zwischen 
endotoxintoleranten und normalen Ratten konnten wir beim TNFa und dem IL-6 
feststellen: ha morrhagischer Schock fuhrt zur Induktion von TNFa mRNA in der 
Leber. Die hochsten mRNA-Level zeigen sich nach der Reperfusion. 
Endotoxintoleranz fuhrt zu einer signifikant reduzierten TNFa mRNA-Induktion 
gegenuber normalen Ratten. 
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Abb. 15: TNFa mRNA in Leberbiopsien. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen  
von 10 Ratten in relativen Fluoreszenzeinheiten (rFU). * = r < 0,01 tolerant vs normal, # = r < 
0,01 kein Schock vs Schock, ungepaarter T-Test 
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Die Messung von IL-6 mRNA fuhrte zu dem in Abb. 16 dargestellten Ergebnis: 
Ha morrhagischer Schock und Reperfusion fuhrt zur Induktion von IL-6 mRNA in 
der Leber. Vor und nach Schock waren keine erhohten IL-6 mRNA Levels zu 
erkennen. Die Reperfusion fuhrt zu einer deutlichen Induktion von IL-6. Diese 
Induktion ist bei endotoxintoleranten Ratten signifikant gegenuber normalen 
Ratten erhoht, fa llt jedoch nach 2 Stunden wieder ab.  
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Abb. 16: IL-6 mRNA in Leberbiopsien. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen  
von 10 Ratten in relativen Fluoreszenzeinheiten (rFU). * = r < 0,05, ungepaarter T-Test. 
 
 
Ha morrhagischer Schock und Reperfusion fuhrt zur Induktion von IL-10 mRNA in 
der Leber endotoxintoleranter, sowie unbehandelter Ratten. Die Induktion der 
Endotoxintoleranz fuhrt ebenfalls zu einer Induktion von IL10-mRNA, ist jedoch 
nicht mit einer signifikant vera nderten Produktion nach ha morrhagischem Schock 
im Vergleich zu normalen Tieren verbunden (Abb. 17). 
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Abb. 17: IL-10 mRNA in Leberbiopsien. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen  
von 10 Ratten in relativen Fluoreszenzeinheiten (rFU). (* = r < 0,01, ungepaarter T-Test) 
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Die Messung von HSP 70 mRNA in der Leber ergab die in Abb.19 dargestellten 
Ergebnisse. Ha morrhagischer Schock und Reperfusion fuhrt zur Induktion von 
HSP70 mRNA in der Leber endotoxintoleranter, sowie unbehandelter Ratten. 
Ohne ha morrhagischen Schock wird die Bildung von HSP70 in diesem 
Experiment nicht induziert. Signifikante Unterschiede sind zwischen der 
endotoxintoleranten und der normalen Rattengruppe nicht nachzuweisen. 
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Abb. 19: HSP70 mRNA in Leberbiopsien. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen  
von 10 Ratten in relativen Fluoreszenzeinheiten (rFU). (n.d. : nicht detektierbar) 
 
6.2.3 TNFa- inhibitorische Aktivita t 
Den Versuchstieren zu folgenden Zeitpunkten Blutproben entnommen: vor 
Schock, nach Schock, nach Reperfusion, 2 Stunden nach erfolgter Reperfusion. 
Aufgrund des engen Zeitfensters, in dem TNFa-Spiegel nach dessen Induktion 
standardisierbar messbar sind (siehe Abb.8), war es nicht moglich reproduzierbar 
aussagekra ftige TNFa-Spiegel im Serum der Versuchstiere zu bestimmen.  Die 
gewonnenen Plasmaproben wurden auf eine TNFa-inhibitorische Aktivita t hin 
untersucht. Hierzu verwendeten wir den unter 3.3.5 beschriebenen Stimulations- 
und Hemmtest mit murinen Makrophagen. Hierzu werden Makrophagen unter 
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Hinzugabe von zu testendem Serum mit LPS stimuliert und deren TNFa-
Produktion im Uberstand gemessen. Hierbei zeigt sich, dass Seren 
endotoxintoleranter Ratten die TNFa-Produktion von Makrophagen signifikant 
hemmen. In Abb. Zeigt sich diese Hemmaktivita t im Serum endotoxintoleranter 
Ratten. Auch im Serum normaler Ratten tritt nach ha morrhagischem Schock eine 
TNFa inhibitorische Aktivita t auf: 
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Abb. 20: Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der TNFa-Produktion von 
murinen Makrophagen nach Stimulation mit LPS (S. friedenau, 100ng/ml, 4h) unter Anwesendheit 
von 5% Plasma. Plasma endotoxintoleranter Ratten reduziert die TNFa-Produktion signifikant * = 
p< 0,01 tolerant vs. normal, Schock. #= r<0,01 normal, Schock vs. kein Schock. Ungepaarter T-
Test) 
 
 
6.2.4 Zytokinproduktion anderer Kompartimente 
 
In der Literatur wird eine Suprimierung der Zytokinsynthese des Blutes nach 
ha morrhagischem Schock oder Trauma beschrieben. Andere Kompartimente wie 
z.B. die Milzzellen oder die Knochenmarkszellen, welche einen gro„ en Pool von 
potentiell Zytokin-produzierender Zellen darstellen, wurden bisher nur in 
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begrenztem Umfang untersucht. Aus diesem Grund untersuchten wir in einem 
weiteren Experiment die TNFa-Produktion von Blut, Milzzellen und 
Knochenmarkszellen 24 Stunden nach einem sublethalen ha morrhagischen 
Schock. Da in den vorangegangenen Versuchen nicht endotoxintolerante Ratten 
meist in den ersten 24 Stunden nach Schock verstarben  war es notig, das zuvor 
verwendete Zeitschema des ha morrhagischen Schocks derart zu vera ndern, 
dass eine 100%ige Uberlebensrate erreicht werden konnte. Wir fanden heraus, 
dass dieses durch eine Verkurzung der Ha morrhagie von 3 h auf 40 min die 
erwunschte Verbesserung der Uberlebensrate von 20% auf 100% erreicht 
werden konnte. Die Hohe des eingestellten arteriellen Mitteldrucks von 35   5 
mmHg wurde wie bei den anderen Untersuchungen beibehalten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 21: Uberlebensraten nach ha morrhagischem Schock. Ha morrhagie von 40 min (MAP 34   
5mmHg) ergibt eine Uberlebensrate von 100%, von 3 Stunden 20%. 
 
Um die Fa higkeit des Blutes, von Milzzellen und von Knochenmarkzellen, 
Zytokine zu bilden zu uberprufen, wurden sie 24 nach dem oben beschriebenen 
ha morrhagischen Schock entnommen und mit verschiedenen LPS-Mengen  
stimuliert. Nach 16 Stunden Inkubation wurde die Konzentration von TNFa im 
Kulturuberstand gemessen. In Abb. 22 - 24 Ist die TNFa-Produktion von LPS-
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stimuliertem  Vollblut, Milzzellen und Knochenmarkzellen 24 Stunden nach 
ha morrhagischem Schock im Vergleich zur TNFa-Produktion normaler Vollblut, 
Milz- und Knochenmarkzellen dargestellt. Man sieht in allen Abbildungen, dass 
die TNFa-Produktionsfa higkeit nach Ha morrhagie signifikant erniedrigt ist und 
auch durch hohe LPS-Zugabe nicht gesteigert wird.  
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Abb. 22: LPS- stimulierte (S. fr., 6h) TNFa-Produktion des Blutes von 8 Ratten 2h nach 
ha morrhagischem Schock. Die Produktionskapazita t fur TNFa ist signifikant reduziert ( * = r<0,01, 
ungepaarter T-Test) 
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Abb. 23: : LPS- stimulierte (S. friedenau, 6h) TNFa-Produktion von Milzzellen, 24 h nach 
ha morrhagischem Schock. Die Produktionskapazita t fur TNFa ist signifikant reduziert ( * = r<0,01, 
T-Test) 
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Abb. 24: LPS- stimulierte (S. friedenau, 6h) TNFa-Produktion von Knochenmarkzellen, 24 h nach 
ha morrhagischem Schock. Die Produktionskapazita t fur TNFa ist signifikant reduziert ( * = p< 
0,01, T-Test) 
 
6.3 Plasmatransfusion 
Bereits 1960 hat Freedman gezeigt, dass Endotoxintoleranz vom fruhen Typ 
durch Transfusion von Serum von einem endotoxintoleranten in ein normales 
Versuchstier ubertragbar ist43. Auch diese ubertragene Endotoxintoleranz 
vermittelt einen Schutz gegen die letalen Wirkungen des LPS. Nachdem wir 
gezeigt hatten, dass Endotoxintoleranz vor ha morrhagischem Schock schutzt, 
uberpruften wir in einem weiteren Experiment, ob auch dieser Schutz durch 
Ubertragung von Plasma ubertragbar ist. Von besonderem Interesse war die 
Frage, ob die Transfusion des Plasmas nach stattgefundener Ha morrhagie noch 
Einfluss auf die Uberlebensrate hat, da dies einem therapeutischen Ansatz nach 
starkem Blutverlust nahe kommt. Viele Studien haben in der Vergangenheit eine 
Suppression der Zytokinsynthese nach Trauma, Schock oder Ha morrhagie 
gezeigt und diskutiert, dass diese mit einer schlechten Prognose verbunden sei. 
Daraufhin wurden therapeutische Versuche unternommen diese Suppression mit 
Immunstimulantien wie GM-CSF zu uberwinden. In diesem Zusammenhang war 
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die Frage, welche Auswirkungen die von uns gezeigte TNFa.-inhibitorische 
Aktivita t im Plasma nach dessen Transfusion entwickelt. 
Abb. 25 veranschaulicht den Versuchsaufbau schematisch. Zur Induktion der 
Ha morrhagie wird den Ratten, analog zu den vorangegangenen Versuchen Blut 
entnommen. Das entnommene, heparinisierte Blut wird abzentrifugiert und das 
Plasma abgenommen. Anschlie„ end wird die abgesehrten Zellen mit dem 
Plasma eines anderen Versuchstieres wieder aufgeschwemmt. Dieses 
Vollblutgemisch aus autologen Zellen und heterologem Plasma wird nun zur 
Reperfusion nach der Ha morrhagie verwendet. Durch dieses Procedere wird 
erreicht, dass, wie in Abb. 25 verdeutlicht, normale Ratten nach 
ha morrhagischem Schock mit Plasma endotoxintoleranter Ratten und umgekehrt 
reperfundiert werden.  Als Kontrollgruppe dienen normale Ratten, die mit dem 
Plasma anderer normaler Ratten reperfundiert werden. 
 
 
 
Abb. 25: Schematische Darstellung der Plasmatransfusion zwischen den Versuchsgruppen. Nach 
dem ha morrhagischen Schock wird das zur Schockinduktion entnommene und heparinisierte Blut 
zentrifugiert, und gegen das Plasma eines anderen Versuchstiers ausgetauscht. Zur Reperfusion 
wird folglich heterologes Plasma und autologe Zellen verwendet. 
 
 
 
 
 
 
Tolerante Ratten 
n = 10 
normale Ratten 
n = 10 
normale Ratten 
n = 5 
normale Ratten 
n = 5 
PDF created with FinePrint pdfFactory trial version http://www.fineprint.com
 -46- 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 26: Zeitlicher Ablauf des Versuchs “PlasmatransfusionÖ. Endotoxintolerante und normale 
Ratten wurden einer Ha morrhagie von 3 Stunden  unterzogen. Nach dem Plasmaaustausch und 
der Reperfusion uber 1 Stunde wurden sie 14 Tage beobachtet. Blutentnahmen erfolgten vor und 
nach der Ha morrhagie, sofort und 2 Stunden nach Reperfusion. 
 
Abbildung 27 zeigt Uberlebensraten nach von Ratten nach ha morrhagischem 
Schock. Die Transfusion von Plasma endotoxintoleranter Ratten auf normale 
Tiere verbessert die Uberlebensrate nach ha morrhagischem Schock von 10% auf 
50%. Die Transfusion von normalem Plasma in tolerante Ratten hat keinen 
Einfluss auf deren Uberlebensrate nach Schock. Transfusion von heterologem, 
normalem Plasma beeinflusst die Uberlebensrate normaler Ratten nicht 
signifikant. 
Abb. 27: Uberlebenskurven von Ratten nach Ha morrhagie und Plasmatransfusion  
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Wie in den vorangegangenen Versuchen wurden den Ratten vor Schock, nach 
Schock, nach Reperfusion und 2 Stunden nach Reperfusion Blutproben 
entnommen. Aus diesen Proben wurde Serum entnommen und dieses auf das 
Vorhandensein einer Hemmaktivita t untersucht. Wie aus den Vorversuchen 
bekannt war im Plasma endotoxintoleranter Ratten eine TNFa inhibierende 
Aktivita t nachweisbar. Diese war auch nach der Reperfusion mit dem Plasma 
einer normalen Ratte weiter im gleichen Masse vorhanden. Wie in Abb. 28 
gezeigt, konnte mit der Plasmatransfusion von einer toleranten Ratte in eine 
normale Ratte die inhibitorische Aktivita t ubertragen werden. Auch im Plasma 
dieser Tiere war nach Reperfusion eine inhibitorische Aktivita t nachweisbar.  
In Abb. 28 wird noch ein weiteres Pha nomen sichtbar, welches in den 
Vorversuchen ebenfalls schon nachgewiesen wurde. Auch im Serum normaler 
Ratten tritt in Folge der Ha morrhagie eine Aktivita t auf, welche die TNFa-
Produktion von Makrophagen hemmt. 
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Abb. 28: LPS-stimulierteTNFa-Produktion von Makrophagen unter Hinzugabe von 5% 
Rattenserum. Mittelwert und Standardabweichung von 10 Ratten. * = r < 0.01 vs. gleicher 
Zeitpunkt,ungepaarter T-Test, # = r < 0,01 vs. Zeitpunkt vor Schock, gepaarter T-Test. 
 
 
Aus den in Abbildung 27 und 28 dargestellten Ergebnissen geht hervor, dass 
einerseits die Ubertragung des durch Endotoxintoleranz erzielten Schutzes gegen 
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ha morrhagischen Schock durch Plasmatransfusion gelingt, und dass die 
andererseits die Uberlebensrate nach Ha morrhagie verbessert wird. Die 
Tatsache, dass diese Plasmatransfusion erst nach dem ha morrhagischen Schock 
zur Reperfusion vorgenommen wurde, zeigt interessante therapeutische 
Moglichkeiten auf und ist ein weiterer Hinweis auf die Rolle der Reperfusion im 
Hinblick auf die Auslosung von Scha digungen 
 
6.4 Pra konditionierung 
Wie  in Abb. 20 + 28 gezeigt, induziert ein ha morrhagischer Schock die Bildung 
einer TNFa- inhibitorischen Aktivita t im Plasma, welche die durch 
Endotoxintoleranz bewirkte Hemmaktivita t versta rkt. Nachdem gezeigt wurde, 
dass die Induktion einer solchen Aktivita t durch Endotoxintoleranz zu einer 
Verbesserung der Uberlebensrate nach ha morrhagischem Schock fuhrt, 
uberpruften wir, ob dieses auch durch einen subletalen Schock, der einen Tag 
vor der eigentlichen Ha morrhagie induziert wurde, zu erreichen ist. In der 
Literatur sind mehrere Studien veroffentlicht, die eine protektive Wirkung einer 
solchen ischa mischen Pra konditionierung einzelner Organe beschreiben. Da man 
einen ha morrhagischen Schock als systemische Ischa mie beschreiben kann, 
konnte erwartet werden, dass dieses Pra konditionieren durch Ischa mie auch hier 
eine Protektion vor Ha morrhagie vermitteln. 
Der schematische Ablauf des Versuchs ist in Abb. 29, dargestellt. Zur 
Pra konditionierung wurden die Ratten einem subletalen ha morhagischen Schock 
von 60 min und anschlie„ ender Reperfusion von 30 min unterzogen. Nach einer 
Ruhezeit von 120 min erfolgte dann der ha morrhagische Schock unter den  
Bedingungen, die in den vorangegangenen Versuchen bei nicht vorbehandelten 
Ratten eine LD 80 induzierten. Wie in Abb 30 dargestellt uberlebten 20% der 
unbehandelten Ratten den Beobachtungszeitraum von 14 Tagen. 
Pra konditionierung verbesserte die Uberlebensrate auf 70%. 
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Abb. 29: Schematischer Zeitverlauf des Versuchs Pra konditionierung. Ratten werden durch einen 
subletalen Schock (MAP35 5 mmHg, 1h) pra konditioniert und 2 Stunden spa ter einem 
ha morrhagischen Schock (MAP 35 5 mmHg, 2h) ausgesetzt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 30: Uberlebensraten nach Ha morrhagischem Schock. Pra konditionierung durch kurzen 
subletalen Schock verbessert die Uberlebensrate nach Ha morrhagie von 20% auf 70% 
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Abb. 31:  Hemmtest auf RAW 264,7. Dargestellt ist der Mittelwert   Standardabweichung von je 
10 Ratten. (# = p< 0,01, T-Test)  
 
 
 
Aus Abbildung 31 geht hervor, dass die Pra konditionierung sowie der 
ha morrhagische Schock eine Hemmaktivita t der TNFa-Produktion induziert. In 
den pra konditionierten Ratten wird diese Hemmaktivita t durch den zweiten 
Schock nicht versta rkt. Man erkennt, im Zusammenhang mit Abb 30, dass es 
gelingt die Ratten durch eine Pra konditionierung zu schutzen. Hierbei konnte die 
TNFa inhibitorische Aktivita t eine Rolle spielen. 
 
6.5 Vergleich der Hemmaktivita ten 
 
Wie bereits beschrieben, wurden in verschiedenen Versuchen mit 
unterschiedlichen Vorbehandlungen TNFa-Hemmaktivita t im Plasma 
nachgewiesen. Es erscheint daher interessant, einen Vergleich der Seren aus 
endotoxintoleranten Ratten bzw. von Ratten nach ha morrhagischen Schock oder 
Pra konditionierung, bezuglich ihrer hemmenden Wirkung auf die TNFa-Synthese 
von Makrophagen, zu erstellen. Abbildung 32 vergleicht die hemmende Wirkung 
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verschiedener Plasmen auf die TNFa-Produktion von Makrophagen. Man sieht, 
dass wa hrend der Endotoxintoleranz ein gro„ eres Hemmpotential vorhanden ist 
als nach ha morrhagischem Schock oder Pra konditionierung. Das Ausma„  an 
Hemmaktivita t nach Schock scheint nicht abha ngig von der La nge der 
Ha morrhagie zu sein. 
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Abb. 32: TNFa-Produktion von Makrophagen nach LPS-Stimulation in Anwesenheit von 
Rattenserum in % der Produktion mit normalem Serum. ET-Serum = 5% Serum 
endotoxintoleranter Ratten, H60/H180 = 5% Rattenserum nach 60/180min Ha morrhagie  
Dargestellt sind Mittelwerte   Standardabweichung von n= 10 Tieren pro Gruppe. * = p< 0,01, 
ungepaarter T-Test. Kontrollansa tze mit 5% der Seren ohne LPS-Stimulation ergaben keine 
signifikante TNFa Produktion von Makrophagen. 
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7 Diskussion 
Zu Beginn meiner Dissertation wurden folgende Arbeitshypothesen formuliert: 
 
“Endotoxintoleranz schutzt vor ha morrhagischem Schock.Ö  
“Dieser Schutz ist mit der Bildung eines TNFa- Inhibitors assoziiert und durch 
Plasmatransfusion ubertragbarÖ 
 
Folgende Befunde sind in diesem Zusammenhang in der Literatur schon 
beschrieben worden:  
 
· Endotoxintoleranz schutzt vor Endotoxin- Schock 51;56;90 
· Eine reduzierte TNFa-Bildung in endotoxintoleranten Ma usen Ratten und 
Menschen40;65;89;103. 
· Serumtransfer von endotoxintoleranten auf normale Ratten schutzt vor 
Endotoxin- Schock42;43. 
· Endotoxintoleranz ist mit der Bildung eines TNFa- Inhibitors assoziiert 37;90-
92. 
· TNFa spielt eine Schlusselrolle im ha morrhagischen Schock7;70;109. 
 
Wie passen diese Befunde mit unseren Beobachtungen und den Verla ufen der 
Zytokine zusammen? 
 
 
7.1 Verbesserung der Uberlebensrate 
 
Wir konnten zeigen, dass Endotoxintoleranz die Uberlebensrate nach 
ha morrhagischem Schock verbessert (Abb. 14). Die Endotoxintoleranz bedingt 
einen Schutz vor den scha digenden und letalen Wirkungen des Endotoxins. In 
der Literatur wird als Ursache fur diesen Schutz die verminderte TNFa-Produktion 
angesehen13;40;89-91. Auch wir konnten zeigen, dass die Synthese von TNFa 
wa hrend der Endotoxintoleranz im Blut (Abb. 9) und die Produktion von TNFa 
mRNA in der Leber endotoxintoleranter Ratten nach Reperfusion reduziert ist. 
Unsere These, dass diese Reduzierung der TNFa-Produktion die Ursache fur die 
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protektive Wirkung ist, wird durch mehrere Untersuchungen gestutzt. Zum einen 
konnte gezeigt werden, dass TNFa eine zentrale Rolle im ha morrhagischen 
Schock spielt7;70;109 und TNFa- Antikorper verschiedene Organsysteme vor den 
Scha digungen wa hrend ha morrhagischem Schock schutzen21;30;55;70. Zum 
Anderen wurde beschrieben, dass nach dem Schock aus dem Darm 
transloziertes Endotoxin fur die TNFa-Synthese in der Leber verantwortlich ist5-
7;108. In weiteren Studien wurde gezeigt, dass in der Leber gebildetes und in die 
Zirkulation gelangendes TNFa Scha den im gesamten Organismus hervorruft 23-
25;29;60;70;98. Die Verbindung zwischen Endotoxin- Schock und ha morrhagischem 
Schock kann also durchaus hergestellt werden und vermag unsere 
Beobachtungen hinsichtlich der Uberlebensrate zu erkla ren. 
 
7.2 Natur der Endotoxintoleranz 
 
Die Natur der Endotoxintoleranz ist noch weitgehend unklar und wird zum Teil 
kontrovers diskutiert. Allgemein anerkannt ist die Tatsache, dass die TNFa-
Produktion von Monozyten/Makrophagen wa hrend Endotoxintoleranz gehemmt 
ist. Wie unter 6.1.2. dargestellt, konnten auch wir diese Hemmung in vitro und in 
vivo im Blut nachweisen. Neben der Bildung von proinflammatorischen Zytokinen 
wie IL-1, IL-6 und TNFa wird durch LPS auch die Produktion von 
antiinflammatorischen Faktoren wie IL-10 oder Heat-Shock-Proteinen induziert. 
Diese antiinflammatorischen Substanzen wurden von einigen Autoren als 
Mediatoren der Endotoxintoleranz vermutet, da ihre Induktion mit der Ausbildung 
von Endotoxintoleranz einhergeht und moglicherweise vor den letalen Wirkungen 
des LPS schutzt und diese Produkte die Bildung oder Wirkung von TNFa 
hemmen konnen28;48;54;83. Auch hier konnte gezeigt werden, dass nach Induktion 
der Endotoxintoleranz die Synthese von IL-10 mRNA in der Leber gesteigert ist, 
jedoch nach dem ha morrhagischen Schock keinen Unterschied hinsichtlich der 
TNFa-mRNA-Produktion zwischen toleranten und normalen Ratten vorkommt. 
Nach der Reperfusion kam es zwar in der Leber in beiden Versuchsgruppen zu 
einer Induktion von IL-10 mRNA, wobei die der Kontrollgruppe tendenziell hoher 
war, jedoch zu einer starken Reduzierung der TNFa-mRNA-Produktion der 
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toleranten Ratten. Diese Ergebnisse deuten nicht auf eine Beteiligung von IL-10 
bei der Endotoxintoleranz hin, vielmehr scheint eine Induktion von IL-10 Teil der 
physiologischen Reaktion des Organismus auf Scha digungen zu sein. Daruber 
hinaus ist gezeigt worden, dass in Tieren, auch nach Ausschaltung des IL-10-
Gens, Endotoxintoleranz induzierbar ist9 und  IL-10 in isolierten Makrophagen 
von endotoxintoleranten Versuchspersonen herunterreguliert ist35. 
Auch das HSP 70 konnte als Verursacher der Endotoxintoleranz in unseren 
Untersuchungen ausgeschlossen werden. Es ist nach der Toleranzinduktion nicht 
nachweisbar und wird im ha morrhagischen Schock und der Reperfusion in 
beiden Versuchsgruppen induziert. Diese Beobachtungen weisen darauf hin, 
dass auch die HSP70-Produktion zur physiologischen Antwort des Organismus 
auf Ischa mie/Reperfusion gehort und in unseren Versuchen eher als ein Marker 
fur vermittelte Scha digungen gesehen werden konnte. Unterstutzt wird diese 
These durch mehrere Arbeiten, in denen die Induktion von HSP70 in 
verschiedenen Organen durch verschiedenste Noxen oder nach 
Ischa mie/Reperfusion beschrieben wurde39;75;78;102;104;111.  
Unklar bleibt weiterhin die Rolle des IL-6. Wir konnten zwar in der Leber 
endotoxintoleranter Ratten keine Synthese von IL-6 feststellen, jedoch war nach 
der Reperfusion die IL-6 mRNA-Produktion in toleranten Ratten signifikant erhoht 
und sank erst 2 Stunden danach unter den Level von normalen Ratten, deren IL-
6-Expression eine steigende Tendenz aufwies. Im Gegensatz hierzu haben Flohe  
et al erhohte IL-6 Spiegel im Blut von Ratten wa hrend der Induktion einer 
Endotoxintoleranz gezeigt. Sie stellten die These auf, dass IL-6 ein protektiver 
Mediator sei und an der fruhen Endotoxintoleranz beteiligt sein konnte40;59.  In 
ihrer Diskussion bezogen sie sich auf Arbeiten von Aderka et al die beschrieben 
hatten, dass eine in vitro Vorinkubation von Monozyten uber 24 Stunden mit IL-6 
zu einer erniedrigten TNFa-Produktion nach LPS-Stimulation fuhrte1. Die 
Tatsachen, dass jedoch fur die Ausbildung dieser Toleranz eine la ngere 
Vorinkubationszeit mit IL-6 notig ist und die fruhe Endotoxintoleranz sich schon 
wenige Stunden nach einer einzigen LPS-Gabe entwickelt, sprechen eher gegen 
diese These. Da eine IL-6-Bildung unter anderem durch TNFa gesteuert ist, 
konnten sich die von uns beobachteten, nach der Reperfusion erhohten IL-6 
mRNA-Spiegel in endotoxintoleranten Ratten durch eine aufgrund fehlender 
TNFa-Ausschuttung kompensatorischen Mehrproduktion von IL-6 erkla ren. 
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Beobachtungen, dass die Bildungsfa higkeit der Kupffer-Zellen fur Zytokine (IL-1, 
IL-6, TNFa) nach Ha morrhagie und Reperfusion erhoht ist, sprechen fur diese 
These und konnten durch die vorliegende Arbeit besta tigt werden. Wichtig in 
diesem Zusammenhang ist die Tatsache, dass die hochsten mRNA-Level fur 
Zytokine nicht unmittelbar nach dem ha morrhagischen Schock, sondern erst nach 
der Reperfusion von uns gefunden wurden. Diese Beobachtungen stehen im 
Gegensatz zu Studien anderer Autoren, die schon nach 30 min wa hrend einer 
Ha morrhagie TNFa nachweisen konnten21. Andere Autoren hingegen 
beschreiben, dass der Hauptausloser, fur eine Zytokinproduktion nach 
Ischa mie/Reperfusion an isolierten Organen, die Reperfusion ist7;70;109. 
Als ursa chlicher Faktor fur die Endotoxintoleranz wurde in der Vergangenheit die 
Bildung eines nicht na her charakterisierten TNFa-Inhibitors beschrieben, der von 
Monozyten/Makrophagen gebildet und in das zirkulierende Blut abgegeben wird 
37;90-92. Auch hier konnte ein solcher Inhibitor nachwiesen werden. Fruhere 
Beschreibungen anderer Autoren, die einen Einfluss bekannter 
antiinflammatorischer Faktoren ausschlossen, konnten - wie oben beschrieben - 
teilweise besta tigt werden. So wurde hier gezeigt, dass wa hrend 
Endotoxintoleranz im Plasma der Versuchtiere eine TNFa-inhibitorische Aktivita t 
auftritt, die die TNFa-Produktion von Blut und Makrophagen um bis zu 90% 
hemmt. Diese inhibitorische Aktivita t kann durch Transfusion von Plasma auf 
andere Versuchstiere ubertragen werden. Dies resultiert in einer Verbesserung 
der Uberlebensrate nach ha morrhagischem Schock. Ein a hnlicher Versuch ist in 
der Vergangenheit schon erfolgreich gewesen. Es gelang, den durch 
Endotoxintoleranz gegebenen Schutz vor LPS-Fieber durch Serumtransfusion zu 
ubertragen43. Wa hrend in diesen Experimenten die Serumtransfusion vor der 
Fieberinduktion vorgenommen wurde, wurde in der voliegenden Arbeit das 
Plasma endotoxintoleranter Ratten erst nach dem ha morrhagischen Schock in 
normale Versuchstiere infundiert und damit eine Ubertragung der protektiven 
Wirkung erreicht. Diese Beobachtung wirft die Frage nach dem therapeutischen 
Nutzen einer solchen Behandlung auf und ihre Grundlagen mussen weiter 
erforscht werden. In diesem Zusammenhang erscheint die Beobachtung, dass 
die gro„ te Zytokinexpression erst durch die Reperfusion induziert wird von 
besonderer Bedeutung. Es scheint sich zu besta tigen, dass die Haupt-
Scha digung erst durch oder nach dieser Reperfusion vermittelt wird 38. 
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Kontrovers wird in der Literatur diskutiert, ob die TNFa-inhibitorische Wirkung 
allein fur die protektive Wirkung der Endotoxintoleranz verantwortlich ist. In 
Tiermodellen gelang es zwar durch Gaben von TNFa-Antikorpern die Letalita t 
nach Endotoxinschock oder Ha morrhagie zu senken. Klinische Studien mussten 
allerdings abgebrochen werden, da eine solche Behandlung mit einer Erhohung 
der Mortalita t bei Schock und Sepsis einherging.  
 
7.3 Immunsuppression nach Ha morrhagie 
 
Die hier dargestellten Untersuchungen uber die Zytokinsynthese wa hrend und 
nach ha morrhagischem Schock erbrachten Ergebnisse, die auf den ersten Blick 
widerspruchlich zu sein scheinen. Auf der einen Seite konnte sofort nach der 
Ha morrhagie/Reperfusion eine Induktion proinflammatorischer Zytokine (IL-6, 
TNFa) in der Leber nachgewiesen werden, auf der anderen Seite konnte eine 
verminderte TNFa-Produktionskapazita t sowohl des Blutes 2 Std. nach 
Reperfusion, als auch von Milzzellen und von Knochenmarkzellen 24 Std. nach 
ha morrhagischem Schock beobachtet werden. Des Weiteren konnte eine TNFa- 
inhibitorische Aktivita t im Plasma der Versuchtiere nach Ha morrhagie festgestellt 
werden, die sofort nach dem Schock im Plasma detektierbar ist. Wie passen 
diese Beobachtungen mit fruheren Untersuchungen in der Literatur zusammen? 
Das Vorhandensein einer reduzierten TNFa Produktionskapazita t wurde nach 
verschiedenen klinischen und experimentellen Versuchsansa tzen, die mit Schock 
und anderen Ursachen fur Zellscha digung assoziiert waren, beschrieben. In 
Sepsispatienten korreliert die TNFa Bildungsstorung von zirkulierenden 
Monozyten mit einer schlechten Prognose76. Auch in der fruhen Phase nach 
schwerem Trauma36;67 und nach thoraxchirurgischen Eingriffen mit 
kardiopulmonalem Bypass15 wurde eine verminderte TNFa-Produktion des Blutes 
nach ex vivo- Stimulation mit LPS beobachtet. In Tiermodellen des 
ha morrhagischen Schocks zeigte sich eine Reduktion der LPS-stimulierten 
TNFa- und IL-1-Produktion der Milz oder Milzmakrophagen einen Tag nach 
Schock32;110. Da TNFa essentiell fur eine ada quate Immunantwort ist, erscheint 
es schlussig, dass eine durch Ha morrhagie reduzierte TNFa-Bildungskapazita t 
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mit einer hoheren Empfindlichkeit gegenuber bakteriellen Infektionen und Sepsis 
verbunden ist97.  
Verschiedene antiinflammatorische Mediatoren wurden in der Vergangenheit mit 
diesem Pha nomen in Verbindung gebracht. Da die Behandlung mit dem 
Cyclooxygenasehemmer Ibuprofen die Herunterregulierung von TNFa 
antagonisiert, wurde PGE2 als ein moglicher Faktor angesehen31. Die Zytokine IL-
4, IL-10 und IL-13 hemmen die TNFa-Synthese und konnen die Effekte eines 
ha morrhagischen Schocks auf das Immunsystem imitieren27;48;57, sodass ihre 
Aktivita t eine Erkla rung fur unserer Beobachtungen sein konnten.  
Wie bereits erwa hnt, konnte die Bildung einer TNFa-Produktion-inhibitorischen  
Aktivita t im Plasma nach Schock nachwiesen werden. Da eine a hnliche Aktivita t 
auch nach Induktion von Endotoxintoleranz auftritt, konnte es sich um ein 
a hnliches, wenn nicht sogar um das gleiche Pha nomen handeln. Gegen diese 
Moglichkeit spricht jedoch die Tatsache, dass endotoxintolerante Versuchstiere 
unempfindlich gegen Endotoxin oder Bakteria mien reagieren, wa hrend Tiere oder 
Menschen nach ha morrhagischem Schock aufgrund der TNFa-Suppression 
besonders empfindlich gegenuber Bakterien sind und vermehrt eine Sepsis 
entwickeln36;67;68. Auch die zeitlichen Abla ufe sprechen gegen die Induktion von 
Endotoxintoleranz durch ha morrhagischen Schock. Wa hrend die TNFa- 
inhibitorische Aktivita t schon 1 Std. nach Schock messbar ist, benotigt es fur die 
Ausbildung von fruher Endotoxintoleranz mehrere Stunden bis zu einem Tag. 
Dabei spielt es keine Rolle, ob die Endotoxintoleranz durch LPS-, IL-1- oder 
TNFa-Vorbehandlung induziert wird. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass 
eine Vorbehandlung durch subletale kurzzeitige Ha morrhagie die zuvor 
beschriebene Hemmaktivita t induziert und die Uberlebensrate nach einem 
nachfolgenden normalerweise letalen ha morrhagischen Schock verbessert. Dies 
konnte wiederum ein Hinweis auf Gemeinsamkeiten zwischen der 
Endotoxintoleranz und der Immunsuppression nach Ha morrhagie sein. In der 
Literatur finden sich Berichte uber die Vorbehandlung, sogenanntem 
“Ischa mischen Pra konditionierenÖ, verschiedener Organe wie Leber oder Herz mit 
kurzzeitiger Ischa mie. Auch der gesamte Organismus wurde durch einen 
subletalen ha morrhagischen Schock pra konditioniert. Hierbei gelang es, die 
Scha digung der Organe durch verschiedene Noxen wie LPS oder 
Ischa mie/Reperfusion nach einem solchen Pra konditionieren zu verringern. 
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Ratten zeigten nach Pra konditionierung durch Ha morrhagie eine supprimierte 
Zytokinsynthese. Ahnliche Effekte wurden nach Pra konditionierung mit Hitze, 
Ka lte oder Zink beobachtet. Mehrere Studien machten fur die protektive Wirkung 
dieser Vorbehandlungen die Induktion von intrazellula ren Hitze-Schock-Proteinen 
wie HSP70 verantwortlich34;58;74;82;111. Diese Proteine kontrollieren die Stabilita t 
von Proteinen und gehoren zur physiologischen Akute-Phase-Reaktion 
gegenuber unspezifischem Zell-Stress. Auch wir konnten die Bildung von HSP70 
nach Ha morrhagie nachweisen. Hitze-Schock-Proteine entfalten ihre Wirkung 
intrazellula r und werden nicht ins Blut ausgeschuttet. Aus diesem Grund kann 
ihre Induktion keine Erkla rung fur das Auftreten der TNFa-inhibitorischen Aktivita t 
im Plasma zu sein.  
Die Tatsache, dass durch Ha morrhagie in der Leber die Bildung von IL-10 
induziert wird, konnte aufgrund unserer Untersuchungen ein Hinweis darauf sein, 
dass IL-10, im Gegensatz zur Endotoxintoleranz, der verantwortliche Mediator bei 
der Immunsuppression nach Schock ist. Studien an polytraumatisierten 
Unfallopfern und Patienten nach kardiopulmonalem Bypass haben jedoch 
gezeigt, dass in diesen Ansa tzen IL-10 keinen Einfluss auf die Hemmung der 
TNFa-Synthese hat15;36;68. 
Unterschiede zwischen Endotoxintoleranz und der Immunsuppression nach 
Schock erkennt man auch durch unsere Beobachtungen nach der 
Plasmatransfusion. Die Plasmatransfusion von endotoxintoleranten in normale 
Ratten macht diese ebenfalls endotoxintolerant. Beim ha morrhagischem Schock 
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Ubertragung von 
Seren endotoxintoleranter Tiere nach dem Schock ausreicht, um die 
Uberlebensrate der Versuchstiere zu verbessern. Die protektive Wirkung des 
Pra konditionierens wird im Gegensatz dazu durch eine Vorbehandlung vermittelt. 
Die Transfusion von Plasma normaler Tiere nach Schock in nicht vorbehandelte 
Ratten nach Ha morrhagie hatte trotz der Gegenwart einer Hemmaktivita t im 
ubertragenen Plasma keine positiven Auswirkungen.  
In vielen Studien wurde bisher die TNFa-Bildung von Blut nach Schock oder 
Sepsis untersucht. Nur wenig ist bisher in diesem Zusammenhang uber die Rolle 
anderer Kompartimente bekannt. Die Milz, als ein wichtiger Zellpool fur 
Leukozyten, wurde von Ertel et al untersucht30. In ihr wurden gleichartige 
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Reaktionen nach ha morrhagischem Schock wie im zirkulierenden Blut gefunden. 
Diese Beobachtung konnte besta tigt werden.  
Bisher gibt es keine Daten uber das Verhalten von Knochenmarkzellen nach 
ha morrhagischem Schock. Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass die 
TNFa-Produktion von Knochenmarkzellen im gleichen Ma„ e reduziert ist wie im 
Blut und in Milzzellen.  
Die Leber stellt aufgrund ihrer anatomischen Lage wahrscheinlich das wichtigste 
Reservoir fur Makrophagen im Hinblick auf ha morrhagischen Schock dar. Fuhrt 
man sich vor Augen, dass 30% ihres Gesamtgewichts von Kupffer-Zellen stammt 
und dass nach Ha morrhagie aus dem Darm transloziertes Endotoxin uber die 
Pfortader als erste Barriere auf die Leber trifft, wird klar, dass ihr eine 
Schlusselrolle bei der Vermittlung von weiteren Scha digungen des Organismus 
zukommen konnte. Unterstutzt wird diese These durch Untersuchungen von 
Colletti et al, die gezeigt haben, dass es nach isolierter Ischa mie/Reperfusion der 
Leber zu einer von TNFa vermittelten Scha digung der Lunge kommt23;25. Die hier 
vorgelegten Untersuchungen haben gezeigt, dass es im Gegensatz zu Blut, Milz 
und Knochenmark in der Leber nach ha morrhagischem Schock nicht zu einer 
Supprimierung der TNFa-Synthese kommt, sondern dessen Bildung induziert 
wird. Diese Beobachtungen werden durch Studien besta tigt, die eine erhohte 
Kapazita t fur die Bildung proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6 oder TNFa 
nach ha morrhagischem Schock und Reperfusion beschreiben, im Blut oder in 
Peritonealmakrophagen jedoch eine supprimierte Zytokinsynthese feststellen. 
Eine Abnahme der Fa higkeit, Antigene zu pra sentieren wurde im Gegensatz dazu 
in Kupffer-Zellen gleicherma„ en wie in zirkulierenden Makrophagen festgestellt21. 
Zusammenfassend konnten diese Untersuchungen erkla ren, dass es einerseits 
durch die erhohte Zytokinbildungskapazita t der Leber nach ha morrhagischem 
Schock zu einer TNFa-vermittelten Scha digung des Organismus kommt und 
andererseits durch die Supprimierung des Blutes, der Milz und des 
Knochenmarks, sowie durch die verminderte Moglichkeit, Antigene zu 
pra sentieren, zu erhohter Empfindlichkeit gegenuber Infektionen und Sepsis 
kommt. 
In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass eine erniedrigte TNFa-
Produktionsfa higkeit in der Endotoxintoleranz mit einer Protektion vor 
ha morrhagischem Schock verbunden ist. Des Weiteren konnten Literaturstellen 
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besta tigt werden, die zeigen, dass es auch nach ha morrhagischem Schock oder 
Polytrauma zu einer Abnahme der TNFa-Produktionskapazita t kommt. Dieses 
fuhrt bei schwerverletzten Patienten jedoch nach 1-3 Tagen zu einer erhohten 
Empfindlichkeit gegenuber bakteriellen Infektionen und damit zu einer erhohten 
Letalita t durch Sepsis und Multiorganversagen. Wa hrend unserer Experimente 
konnten wir nach ha morrhagischem Schock keine Sepsis beobachten. Entweder 
starben die Tiere in den ersten 48 Stunden nach der Ha morrhagie oder erholten 
sich schnell und uberlebten den Beobachtungszeitraum von 14 Tagen. Dies 
konnte an der von Natur aus erhohten Resistenz der Ratten gegenuber 
bakteriellen Infektionen oder Endotoxin im Vergleich zu Menschen liegen, oder 
durch ein aggressiveres Keimspektrum auf Intensivstationen im Vergleich zu den 
Tierlabors hindeuten. Es erscheint sinnvoll, die hier begonnenen Untersuchungen 
an einem  kombinierten Ha morrhagie é  Sepsis Modell fortzufuhren in 24 Stunden 
dem nach erfolgtem ha morrhagischem Schock eine Sepsis, z.B. durch 
Coecalpunktion, zu induzieren. 
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8 Zusammenfassung 
 
In der hier vorgelegten Dissertation wurden Versuche durchgefuhrt, deren Ergebnisse zur Kla rung 
der Wirkungsmechanismen protektiver Eigenschaften der Endotoxintoleranz bezuglich 
ha morrhagischem Schock beitragen sollen. Besondere Aufmerksamkeit wurde hierbei der Rolle 
antiinflammatorischer bzw. TNFa- inhibitorischer Faktoren gewidmet. 
Diese Versuche bedienten sich eines experimentellen Modells mit Ratten bei denen ein 
ha morrhagischer Schock ausgelost wurde. 
Die Induktion von Endotoxintoleranz fuhrte in diesem Tiermodell zur Abschwa chung der Letalita t 
von 80% auf 20%. Dieser protektive Effekt geht mit dem Auftauchen einer TNFa-inhibitorischen 
Aktivita t einher, die in vivo und in vitro nachgewiesen werden konnte. Wa hrend und nach 
ha morrhagischem Schock war die TNFa- Synthese von endotoxintoleranten Ratten signifikant 
erniedrigt, was anhand erniedrigter TNFa mRNA- Synthese in der Leber gezeigt wurde. Die 
Hemmaktivita t ist nicht mit den antiinflammatorischen Faktoren IL-10 und HSP70 identisch. Beide 
Substanzen steigen wa hrend des ha morrhagischen Schocks bzw. bei der Reinfusion an. Es 
wurden jedoch keine Unterschiede zwischen normalen und endotoxintoleranten Tieren 
festgestellt. Unklar blieb die Rolle des IL-6, welchem moglicherweise eine protektive Funktion 
zukommen konnte und welches inhibitorisch auf die Synthese von TNF wirkt. 
Ein guter Hinweis auf die moglicherweise entscheidende Rolle der TNFa- Hemmaktivita t 
hinsichtlich der protektiven Wirkung der Endotoxintoleranz wurde durch folgendes Experiment 
erhalten: Nach ha morrhagischem Schock wurde normalen Ratten das Plasma endotoxintoleranter 
Ratten reperfundiert. Dadurch wurde die Uberlebensrate von 10% auf 50% gesteigert. Die 
Reperfusion von endotoxintoleranten Ratten mit dem Plasma normaler Ratten hatte keinen 
Einfluss auf deren Uberlebensrate von 80% nach Schock. Mit dem Plasma wurde die TNF 
inhibitorische Aktivita t ubertragen, wie sich in weiteren Versuchen zeigte. Bemerkenswert ist die 
Tatsache, dass die Plasmatransfusion nach dem Schock vorgenommen wurde, welches 
moglicherweise fur einen zukunftigen therapeutischen Ansatz von Bedeutung sein konnte.  
Unabha ngig vom Pha nomen der Endotoxintoleranz konnte nach ha morrhagischem Schock eine 
TNFa-inhibitorische Aktivita t im Serum der Ratten nachgewiesen werden. Daruber hinaus wurde 
festgestellt, dass die TNFa- Produktion des Blutes, der Milzzellen und des Knochenmarks um bis 
zu 90% gehemmt war, wa hrend die Zytokinbildungsfa higkeit der Leber erheblich anstieg. 
Es ist offen, ob die durch Endotoxintoleranz und die durch Ha morrhagie induzierbare TNFa-
Hemmaktivita t identisch ist. Es ergaben sich aber eher Hinweise fur eine unterschiedliche Natur 
der dafur verantwortlichen Stoffe. Zwar konnte die Pra konditionierung durch einen leichten 
ha morrhagischen Schock die Uberlebensrate nach schwerer Ha morrhagie von 10% auf 70% 
verbessern, es war jedoch nicht moglich, diesen Schutz durch Plasmatransfusion zu ubertragen. 
Auch der unterschiedliche zeitliche Verlauf der Entwicklung der Hemmaktivita t spricht gegen eine 
solche Identita t. 
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